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1. INTRODUGAO

O Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis) & um fungo
dimérfico causador da Paracoccidioidomicose (PCM), doenca invasiva no
homem, de alta incidéncia na América Latina, em especial no Brasil. Apesar
disto, pouco se sabe a respeito dos mecanismos envolvidos na PCM, desde o
primeiro contato com o agente até os estagios subsequentes da doencga.
Acredita-se que o P. brasiliensis, "a semelhanca de outros fungos causadores
de micoses sistémicas, deve utilizar diferentes mecanismos de patogenicidade
para se estabelecer no hospedeiro e causar doenga.

Até o momento, uma maior elucidagdo sobre a formacéo das
lesbes e sobre a cadeia epidemiologica deste agente tem sido limitada, em
grande parte, devido 'a inadequagdo dos modelos de estudo. Porém,
utilizando-se experimentos em animais, os dados obtidos ja permitiram
concluir-se que a composi¢ao da parede do fungo € um fator de viruléncia do

fungo (San-Blas, 1982).

Por outro lado, muitos trabalhos tém abordado o estudo da
glicoproteina de 43kDa (gp43), que apresenta funcio de proteinase e é
encontrada no soro € na urina de pacientes (Mendes-Giannini ef al.,1989).
Porém, apesar da concentracdo sanglinea da gp43 ser um paradmetro para a
avaliagdo desta doenga, o exato papel desta proteina na PCM ainda nao esta
esclarecido.

Com relagdo aos modelos de estudo envolvendo técnicas de
culturas de células de mamiferos, muito utilizados em bacteriologia, raramente
tém sido estes empregados dentro da micologia. Contudo, no estudo da
viruléncia do P. brasiliensis, Mendes-Giannini ef al. (1994), utilizando provas de



infecgdo de culturas de células da linhagem Vero (rim de macaco verde da

Africa), demonstraram que este agente deve apresentar mecanismos de
patogenicidade envolvendo ades&o e invaséo.

No presente trabalho nfo sé a infecgao por este fungo em culturas
de células Hela (adenocarcinoma cervical humano) foi avaliada, como
também o estudo deste processo com relagéo a cinco cepas do P. brasiliensis,
diferentes quanto & procedéncia e grau de patogenicidade.

Desta forma, na abordagem realizada, verificou-se a infecgao por
estas cepas, a cinética do processo, possibilidade de inibigao por diferentes
soros e aspectos morfologicos das formas celulares fungicas envolvidas. Além
disto, os mecanismos de adesdo e invasdo foram verificados, nao apenas
através de observa¢des em Microscopia Otica, como também em Microscopia
Eletrbnica de Transmissao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A. Histérico da doenca e de seu agente

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica, que
pode se manifestar em diferentes formas clinicas ou ainda permanecer
assintomatica no individuo infectado por periodos prolongados. Esta € uma
doenca endémica na América Latina, cujo agente etiolégico € o fungo
dimérfico Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis).

A PCM foi descrita pela primeira vez no Brasil, em 1908, por
Adolfo Lutz, a partir de observagbes em lesbes bucais de pacientes. Através
da analise histopatolégica destas lesbes e da obtengéo do isolamento e cultivo
do agente etiolégico, este importante representante da Medicina brasileira
tomou-se um dos precursores na identificagio desta nova doenga,
diferenciando-a de outra micose sistémica, a Coccidioidomicose,

anteriormente descrita na Argentina.

inicialmente, esta doenga era conhecida cOmo Biastomicose
Brasileira ou Blastomicose Sul-Americana. Desde entdo, véarias sinonimias
foram divulgadas a partir de descrigoes patologicas. Somente em 1971, em um
encontro de micologistas realizado em Medellin, Coldmbia, & que o termo
Paracoccidioidomicose foi oficiaimente designado para denominar esta
patologia.

Paraleiamente, como na determinacdo do termo oficial para a
denominagdo da doenca, onde diversas sinonimias foram registradas,
semelhante situagdo ocorreu com o agente etiologico da PCM. Assim sendo,
inicialmente o fungo recebeu a denominacao de Zymonema brasiliensis, pelo



bacteriologista italiano Alfonso Splendore em 1912. Em 1930, Floriano Paulo
de Almeida criou um novo género no reino Fungi, o Paracoccidioides e
revalidou 0 nome da espécie criada por Splendore em 1912. A partir de entao,

o agente etioldégico da PCM passou a ser oficialmente denominado de
Paracoccidioides brasiliensis.

B. Caracteristicas do agente etiol6gico

O P. brasiliensis &€ um fungo dimérfico, termo-dependente,
apresentando-se na forma leveduriforme (L), quando cultivado em meio de
cultura a 36,5°C ou na forma micelial (M), quando cultivado em temperaturas
inferiores a 25°C. O P. brasiliensis, na fase parasitaria, encontra-se nos

pacientes na forma L, enquanto que na sua fase saprofitica apresenta-se na
forma M.

A parede celular do P. brasiliensis € composta principalmente de

polissacarideos (quitinas e hexoses), proteinas e lipideos, sendo a presenca
da hexose relacionada a regulacado do dimorfismo e a morfologia do fungo.
Assim sendo, na sua forma micelial a parede celular é constituida
principaimente pela B-1,3 glucana e na forma leveduriforme pela a-1,3
glucana, sendo a galactomanana encontrada em ambas as formas (Kanetsuma
et al. ,1972).

A presenca de o-1,3 glucana na superficie da parede celular do
fungo tem sido considerada como um dos fatores de viruléncia deste patégeno,
contribuindo para seu sucesso no parasitismo. Esta hexose, presente em maior
concentracao na parede celular da forma leveduriforme do P. brasiliensis, deve
agir como um escudo para o fungo, protegendo-o da fagocitose, uma vez que



os fagocitos humanos produzem a p-glucanase, capaz de digerir a parede
celular do P. brasiliensis somente quando na sua forma micelial (San-Blas,
1982).

A protegio contra 0s mecanismos de defesa do hospedeiro,
atribuida & composigéo bioquimica da parede celular, foi também observada
em outro agente de micose sistémica, 0 Histoplasma capsulatum (Klimpel et
al., 1988).

No que diz respeito a transicao reversivel de micélio a levedura,
esta pode ser induzida in vitro apenas por alteragido da temperatura de
incubag3o0, que parece ter um papel crucial no ciclo biolégico deste fungo.
Acredita-se ser este, o principal fator envolvido na diferenciagao celular € no
sucesso da infecgdo in vivo. Estudos sobre 0s eventos moleculares associados
a estes processos tém sido realizados, objetivando-se identificacao,
isolamento e sequenciamento dos genes associados a expressédo dos
fenétipos estagio-especifico do fungo P. brasiliensis (Silva et al., 1994).

No que diz respeito a identificacdo deste agente, nao tem sido
possivel, até o momento, a utilizacdo de provas bioquimicas € SOros

especificos na diferenciacdo das cepas isoladas. Com relagdo a sorologia,
reagbes de aglutinagao das formas leveduriformes ndo sao recomendadas,
tendo-se em vista as caracteristicas hidrofébicas do fungo (Hazen ef al., 1988).

Contudo, trabalhos recentes tém abordado diferenciacéo das
cepas através da verificagdo do padréo de proteinas totais, extraidas de cepas
do P. brasiliensis e avaliadas em eletroforese bidimensional, com posterior
sequenciamento da  porgao N-terminal das proteinas expressas
diferencialmente nas fases micelial e leveduriforme das culturas. Este dltimo
procedimento tem objetivado  possibilitar uma posterior sintese dos
oligonucleotideos relativos a este terminal, capazes de serem utilizados como



sondas moleculares em experimentos de identificacdo de genes cDNAs do P.
brasiliensis (Soares et al., 1995).
Por outro 1ado, a técnica do PCR (Polimerase Chain Reaction)

também tem sido recentemente utilizada, com o propésito de identificagéo de
cepas deste fungo pela utilizacdo de sondas arbitrarias, denominadas de
RAPD (Random Amplifyed Polymorphic DNA) (Soares et al., 1995). A
possibilidade de se poder distinguir cepas individuais do P. brasiliensis,
através de técnicas sensiveis e objetivas, certamente devera contribuir com os
estudos epidemiolégicos deste agente, estabelecer correlagbes com viruléncia
das cepas e formas clinicas da doenga, além de auxiliar na analise das vias de
infecgao.

Com relacéo aos antigenos extracelulares do P. brasiliensis, este €
capaz de secretar pelo menos 60 antigenos soluveis, que incluem
glicoproteinas e proteinas com atividade enzimatica (Yarzabal, 1982). Dentre
estes antigenos, a glicoproteina de 43kDa (gp43) € considerada a de maior
valor diagnéstico tendo sido, inclusive, encontrada no soro de pacientes com
PCM (Mendes-Giannini et al., 1989).

Estudos iniciais sobre a analise da composi¢ao antigénica do P.

brasiliensis, obtidos & partir de extratos brutos de culturas do fungo,
apresentaram resultados diversos conforme as cepas analisadas, meios de
culturas utilizados e tempo de incubagao do cultivo (Yarzabal, 1982).

Em relagdo as diferentes cepas do fungo, estas podem produzir
quantidades variaveis de antigenos. Em trabalho realizado por Blumer ef al.
(1984), seis cepas do P. brasiliensis foram avaliadas quanto a capacidade das
mesmas em produzirem antigenos. Dentres estas, a cepa PbB-339 foi a que
produziu maiores concentracbes de antigenos especificos sendo esta,
atualmente, considerada como cepa padréo deste agente.



Na obtencdo de antigenos do fungo na sua forma micelial,
Standard and Kaufman (1980) caracterizaram a presen¢a de trés bandas
antigénicas, denominadas de antigenos 1, 2 e 3, através da técnica de

imunodifusdo dupla. Com relagdo aos antigenos obtidos de culturas na forma
leveduriforme do P. brasiliensis, cinco fragbes antigénicas foram identificadas e
denominadas de A, B, C, D e E. Estas fragbes antigénicas, ap6s andlise em
imunoeletroforese formaram arcos de precipitagcdo frente aos anticorpos
especificos correspondentes (Restrepo and Drouhet, 1970).

Yarzabal et al. (1973) também analisaram, por imunoeletroforese,
extratos soluveis de culturas leveduriformes do P. brasiliensis, verificando a
presenga de oito fragbes protéicas. Estas apresentaram grande reatividade
frente aos soros hiperimunes, revelando 25 linhas de precipitagdo, dentre as
quais, uma apresentou mobilidade catédica e atividade de fosfatase alcalina,
permitindo a formacéo de um arco nitido e mais intenso de precipitado, que foi
reconhecido por estes autores como o arco E.

Este antigeno demonstrou ser espécie-especifico e estar presente
tanto na forma micelial como leveduriforme do P. brasiliensis sendo que esses

autores conseguiram, nas diversas reacOes realizadas, identificar no arco de
precipitac@o E inicial, duas fragOes antigénicas as quais denominaram de E1 e
E2. Com relagéo ao antigeno E2, em trabalho posterior de Campo-Aasen ef al.
(1980), esta mesma fracdo antigénica foi identificada na membrana
citoplasmatica de sete cepas do P. brasiliensis.

Prosseguindo-se os estudos sobre os componentes antigénicos
deste fungo, Puccia et al. (1986) analisaram, por imunodifusdo dupla, a
reatividade de componentes soluveis de culturas do P. brasiliensis frente aos
soros de pacientes com PCM. Verificaram, entao, que a fragao glicoprotéica de
43kDa (gp43) observada em experimentos de eletroforese, reagia tanto com
os soros de pacientes como com o soro anti-E2, obtido em coelhos apés



imunizacdo com esta fracdo. Através de analise imunoeletroforética da gp43,

estes autores constataram que esta proteina apresentava uma migragao
catodica idéntica a do antigeno E2.

A partir destes resultados, esta glicoproteina passou a ser
caracterizada como o antigeno extracelular especifico do P. brasiliensis. Na
caracterizacdo da mesma, verificou-se que a gp43 apresentava relativa termo-
estabilidade, sendo encontrada em meio de cultura de formas leveduriformes
do P. brasiliensis, observando-se uma maior concentragdo deste antigeno
principalmente na fase exponencial de crescimento (Puccia et al.,1986;
Stambuk et al. 1988).

Em relacido a presenca da gp43 no soro de pacientes com PCM,
esta tem sido considerada como um importante marcador da eficacia
terapéutica (Mendes-Giannini et al., 1989).

Trabalhos realizados por Mendes-Giannini ef al. (1990) revelaram
que esta glicoproteina apresentava atividade proteolitica, sendo que os
autores verificaram acdo enzimatica da mesma sobre o colageno, elastina e
caseina.

No que diz respeito a utilizacao da gp43 na avaliagao de resposta
imune celular, os testes realizados demonstraram nao reatividade, tendo sido
esta proteina considerada como destituida de valor para uso em reagdes
intradérmicas, na avaliacdo de resposta imune celular e infecgdo pelo P.
brasiliensis (San-Blas and San-Blas, 1989).

Nestas avaliagbes, o antigeno utilizado, denominado de
paracoccidioidina é constituido por um preparado antigénico procedente de
filtrado de cultura de diversas cepas do P. brasiliensis cultivadas a temperatura
ambiente por trés meses, avaliando-se a reatividade intradérmica individual
ap0s 24 a 48 horas (Chacha, 1981).



C. Nicho ecolégico e epidemiologia

Apesar de ainda nao ser conhecido o nicho ecolégico do P.
brasiliensis, acredita-se que este seja encontrado na natureza onde,
provavelmente, clamidosporos e conidios do fungo devam estar presentes no
solo, na agua e em plantas (Restrepo, 1985). Contudo, muitos pesquisadores
ja tentaram, sem sucesso, determinar o nicho ecoldgico deste fungo através de
isolamento a partir de diferentes materiais.

Iniciaimente, a grande maioria dos casos de PCM foi diagnosticada
em trabalhadores rurais, que devem ter sido infectados através da inalagao de
conidios do fungo presentes no solo ou na vegetagao local. As observagoes de
lesOes localizadas nas mucosas bucais e anais, cogitou-se a possibilidade
destes individuos terem sido infectados devido aos habitos culturais, tais como
mascar gravetos e praticar a toalete anal com folhas de plantas.

A dificuldade em se isolar o P. brasiliensis da natureza tem

levantado a hipotese de serem alguns animais, os reservatorios naturais deste
fungo. A favor da mesma, em trabalhos desenvolvidos por (Costa and Fava
Netto, 1978) foi verificado em animais domeésticos provenientes de areas
endémicas, representados por como cavalos, vacas, cameiros e cachorros, a
presenca de testes sorolégicos positivos para antigenos do P. brasiliensis.
Porém, em nenhum destes animais conseguiu-se o isolamento do fungo.

Em contrapartida, o P. brasiliensis ja foi isolado de animais
silvestres, mais precisamente de fezes de morcegos frutivoros (Artibeus
lituratus) (Grose et al., 1965) e, mais recentemente, também de fezes de
pinglim (Pygoscelis adeliae) procedente da Antartica Uruguaia (Gezuele ef al.,
1989). Inicialmente, esta cepa isolada de pingiiim foi considerada como sendo



uma nova espécie de fungo, tendo sido denominada de Paracoccidioides
antarticus.
Posteriormente, esta classificacdo foi contestado por Camargo et

al. (1992) e Garcia et al. (1993), que através de estudos comparativos
realizados em provas de imunodifusao dupla, SDS-PAGE e imunoeletroforese,
constataram identidade antigénica deste isolado com o antigeno gp43 do P.
brasiliensis . Estes autores sugeriram, entdo, que este isolado deveria
corresponder a uma variedade do P. brasiliensis e nado a uma nova espécie.
Apesar destes achados ndo existem ainda dados conciusivos que
estabelecam, de forma objetiva, serem estes animais 0s hospedeiros naturais
do fungo.

Por outro lado, Naiff ef al. (1986) conseguiram isolar este agente a
partir de cepas do figado, baco e pulmobes de tatu (Dasypus novemcinctus),
sendo que estes animais haviam sido naturaimente infectados pelo P.
brasiliensis. Confirmando este achado, Peragoli et al. (1992), apds inoculagoes
do fungo isolado de tatu, conseguiram reproduzir lesbes em hamsters,
semelhantes as ocorridas em pacientes com PCM.

No que diz respeito a prevaléncia da doenca, a PCM é endémica
na América Latina, extendendo-se desde a América Central até a Argentina,
estando as regides de maior incidéncia localizadas no Brasil, Coldmbia e
Venezuela (Mackinnon, 1972; Restrepo, 1985). Até 0 momento, ndo existem
relatos de casos de PCM no México e no Chile, paises estes com grandes
extensbes desérticas, condigbes geograficas opostas as enconiradas nas
regides endémicas.

Com relacéo aos paises onde a PCM tem sido diagnosticada, nao
se tem verificado uma distribuicdo homogénea dos casos de PCM, sendo este
fato atribuido as variagbes climaticas de cada regido. Verificando-se estas
condicoes nas regioes endémicas, constatou-se que estas se assemelham por



representarem areas quentes e Umidas, com presenga de abundante
vegetacéo florestal.

Quanto ao estudo dos elementos da cadeia epidemioldgica da

PCM, este tem sido bastante dificultado, em grande parte, por ser esta uma
doenca cronica na maioria dos casos. Assim sendo, frequentemente o
individuo apenas manifesta a doenga muito tempo apos o contagio inicial,
estando normalmente distante do local onde ocorreu a infecgcdo, ndo sendo
possivel precisar quando e onde esta teria ocorrido.

Na tentativa de se estabelecer uma relagéo entre o nicho ecoldgico
do fungo e o desenvolvimento da PCM, Borelli (1964) propbs o termo
“reservarea” buscando tragar um perfil epidemiolégico da doenca. Desta forma,
este autor tentou uma provavel caracteriza¢éo das areas onde o fungo deveria
se encontrar na natureza, relacionando-as como o local onde o individuo teria
se infectado.

Porém, a definicdo inicial do termo “reservarea” nao caracteriza
necessariamente uma area endémica. Isto porque area endémica de PCM é
atuaimente verificada por varios aspectos que incluem a reatividade
intradérmica positiva dos individuos frente & paracoccidioidina, indicativa da
ocorréncia de infecgdo pelo P. brasiliensis.

No Brasil, Forjaz (1989) caracterizou 14 diferentes areas
endémicas e de “reservareas”, através do perfil migratério residencial-
profissional de pacientes com PCM. Estas areas encontram-se distribuidas nos
estados do Para, Rondbnia, Bahia, Minas Gerais e Sao Paulo, apresentando
estas regides, caracteristicas climaticas semelhantes, representadas por
periodos de verao umido e inverno seco.



D. Caracteristicas da doenga

As lesGes observadas em pacientes com PCM podem atingir areas
cutdneas ef/ou mucosas verificando-se, com frequéncia, comprometimento
orgénico mdltiplo e de evolugao prolongada (Franco, 1987). Acredita-se que o
contagio do hospedeiro deve ocorrer por inalagéo de conidios do fungo através
das vias aéreas superiores, que devem se instalar, inicialmente, nos pulmdes.

A partir deste 6rgdo, pode-se desenvolver um quadro pulmonar
localizado ou o fungo pode se disseminar por todo o corpo através da via
sangliinea efou linfatica, provocando quadro sistémico que envolve outros
orgaos ou sistemas, incluindo pele e mucosas (Giraldo et al., 1976).

Clinicamente, agrupando-se os sinais e sintomas da PCM, esta
pode se apresentar sob a forma de dois padrdes principais a saber: forma
aguda ou subaguda, também denominada tipo juvenil, e forma crbnica ou do

tipo adulto. A forma aguda ou sub-aguda é habituaimente severa, de evolugao
rapida, afetando predominantemente jovens de ambos os sexos. Nesta forma,
principalmente o sistema reticulo-endotelial € comprometido (Franco ef al.,
1989). Por outro lado, a forma crénica tem instalagao lenta, gradual e é
observada com maior frequéncia em pacientes do sexo masculino,
apresentando principaimente comprometimento pulmonar e eventualmente
mucocutaneo (Fava Netto, 1955).

Atribui-se a maior resisténcia observada na forma cronica da
doenca em pessoas do sexo feminino, aos fatores hormonais. Neste sentido,
em experimentos realizados in vitro verificou-se que o estrégeno era capaz de
inibir a transicdo do P. brasiliensis da sua forma micelial, para a forma



leveduriforme (Restrepo et al., 1984). Porém, os mesmos autores
demonstraram que este horménio ndo era capaz de impedir a transi¢do
reversa, isto &, da forma leveduriforme para a forma micelial, nem afetar o

crescimento do fungo ou a formagao de multibrotamentos nas leveduras

E. Diagnéstico da PCM

Com relagdo ao diagnodstico laboratorial da PCM, este é
atualmente realizado através da pesquisa de anticorpos séricos reativos contra
antigenos do P. brasiliensis. Iniciaimente, no diagnéstico da PCM, Moses
(1916) introduziu a reagéo de fixagdo do complemento. Posteriormente, outros
pesquisadores também a empregaram, tais como Gomez and Assumpgao
(1924) e Lacaz (1949).

Contudo, apenas em 1955 & que Fava Netto padronizou esta
técnica pela utilizacdo de um antigeno polissacaridico extraido do fungo. A

sequir, a reaco de imunodifusdo dupla em gel de agarose foi empregada no
diagnostico da PCM, utilizada pela primeira vez por Ferri em 1961. Restrepo
(1966), estudando com maior énfase esta reagéo, demonstrou bons resultados
quanto a sensibilidade e especificidade da mesma no diagnéstico da PCM.
Como ja relatado, o antigeno especifico do sistema sé foi
purificado e identificado por Yarbazal et al. em 1977, tendo sido denominado
de antigeno E2. Ainda na década de 70 outras técnicas também foram
utilizadas na PCM, tais como a imunoeletroforese e contraimunoeletroforese,

sem terem contudo demonstrado um avanco significativo no diagnostico desta
doenca.



Com relacao a introdugao de reagdes imunoenzimaticas para este
diagnéstico, 0 uso da técnica de ELISA foi inicialmente empregado por
Mendes-Giannini et al. (1984) e Camargo ef al. (1984). Apesar da alta

sensibilidade, a técnica apresentou o inconveniente de reacdes cruzadas com
antigenos de agentes de outras micoses sistémicas, tais como Histoplasmose
e Doencga de Jorge Lobo (Puccia et al,, 1991). Entretanto, a prova de ELISA
demonstrou ser perfeitamente adequada para o acompanhamento da
conversio sorolégica em pacientes sob tratamento antifungico.

No diagnéstico da PCM, o marco fundamental foi a purificagcao e
caracterizagdo da gp43, molécula imunodominante do sistema (Puccia ef al.,
1986), 0 que permitiu a padronizagdo da técnica de Western-Blot, decisiva
para a confirma¢ao do mesmo. Trabalhos realizados a seguir demonstraram
que 100% dos soros de pacientes com PCM apresentavam anticorpos capazes
de reconhecer a glicoproteina gp43 (Mendes-Gianini et al., 1989; Blotta and
Camargo, 1993).

Atualmente, tendo-se estabelecido e padronizado a metodologia
de semipurificagdo da gp43, denominada desta forma como Ag7 do FP.
brasiliensis (Camargo, 1996), varios centros ainda utilizam para fins
diagnésticos a técnica da imunodifusdo, inclusive no acompanhamento dos
pacientes durante a terapéutica. isto, devido ao menor custo da prova quando
comparada as reagdes imunoenzimaticas. Em contrapartida, nos laboratorios
com maiores recursos e nos centros de referéncia, principaimente a técnica do
Westemn-Blot tem sido utilizada no diagnostico e acompanhamento da PCM.

F. Relacdo hospedeiro-parasita

Quando um hospedeiro € infectado pelo P. brasiliensis, o
desenvolvimento da PCM e a avaliagdo da doenca dependerdo do grau de



viruléncia do agente infectante e das condigbes e resposta imune do
hospedeiro. Acredita-se que, além de fatores hormonais estarem relacionados
ao desenvolvimento, ou ndo, da PCM, a evolucdo desta doenga possa estar

relacionada também a uma predisposicdo genética, representada por
antigenos do sistema de histocompatibilidade.

Neste sentido, Lacerda et al. (1988), em estudo realizado com
pacientes da regido Sudeste do Brasil, observaram alta incidéncia de
individuos com PCM apresentando o fenétipo HLA-B40. Entretanto, estes
resultados se contrapbem aos obtidos em estudos realizados na Colombia,
onde os fendtipos mais frequentemente observados em pacientes com PCM
foram HLA-A9 e HLA-B13, enquanto que o fenétipo HLA-B40 foi observado,
com maior frequéncia, em individuos saudaveis. Estes resultados indicam que
a susceptibilidade de um individuo em relacdo a PCM pode estar relacionada
também a fatores étnicos.

No estudo da PCM, muitos trabalhos tém verificado a resposta do
hospedeiro frente a infecgdo pelo P. brasiliensis e a participagdo desta reagao
nas diversas lesdes inflamatérias observadas na doenga. Neste processo,

quando um individuo se infecta por inalacao de propagulos da forma

saprofitica do P. brasiliensis, o conidio pode se transformar na forma
leveduriforme do fungo nos pulmdes do hospedeiro, causando apenas um
processo inflamatério local ou podendo se disseminar pelo organismo do
hospedeiro provocando outras lesdes.

O fungo, portanto, pode se replicar por multibrotamentos, sendo
capaz de sintetizar glicoproteinas, polissacarideos, peptideos e lipideos.
Algumas proteinas apresentam atividade proteolitica cuja fung@o pode ser,
inclusive, auxiliar no processo de disseminacéo e invasao do fungo nos tecidos
do hospedeiro. Para controlar todo este processo infeccioso, intensa reacgao



inflamatéria é estimulada no hospedeiro e tanto o sistema imune celular,
quanto o humoral, s&o ativados.

Estudando-se pacientes apresentando as diferentes formas

clinicas da doenca verificou-se que estes apresentavam graus variaveis de
depressdo da resposta imune celular, existindo uma correlacdo entre a
gravidade da doengca e o nivel da imunossupressdo (Siqueira, 1982).
Determinou-se, também, que pacientes manifestando a forma aguda da PCM
apresentavam numero reduzido de células T CD4 circulantes, porém numero
de linfocitos B normal, com ocorréncia de ativagdo policlonal e consequente,
aumento nos niveis de imunoglobulinas (Mota et al., 1988; Chequer-Bou-Habib
ef al., 1989).

Dentre as alteragbes da resposta imune, observadas em pacientes
com PCM, distirbios imunoregulatorios tém sido descritos demonstrando o
envolvimento e participacdo de varias células efetoras e diferentes citocinas
contribuindo para © processo inflamatério da doenga, estimulando ou
reprimindo os mecanismos envolvidos no controle do parasita.

No que diz respeito ao processo da fagocitose, este € um dos

mecanismos mais eficientes do hospedeiro no combate ao parasitismo,

constituindo uma importante barreira, principaimente ap6s ser estimulado pelo
sistema imune. Em relagao ao P. brasiliensis, varios estudos foram realizados
para a verificagdo da atividade fagocitica de macréfagos e monécitos, frente a
este fungo.

Desta forma, Castaneda et al (1987) realizaram estudos em
murinos infectados intraperitonealmente com este agente na sua forma
leveduriforme. Os resultados observados demonstraram que a capacidade de
replicacdo do fungo, apés ser fagocitado, continuava ativa verificando-se
formas do P. brasiliensis apresentando inclusive brotamentos no interior das
células fagociticas.



Em outra abordagem, Brummer ef al. (1989) verificaram que
apenas fagocitos ativados eram capazes de exercer atividade fungicida eficaz
sobre as células do P. brasiliensis fagocitado. Desta forma, estes autores

demonstraram que macréfagos peritoneais de camundongos apresentavam
capacidade fungicida elevada contra a forma leveduriforme do fungo apenas
quando previamente estimulados por linfocinas obtidas a partir de
sobrenadantes de cultura de células esplénicas estimuladas com
concanavalina A (ConA), ou quando tratadas diretamente com IFN-y. Por outro
lado Moscardi-Bacchi et al. (1993), realizando estudos para avaliar a
imunomodulagao de citocinas (linfocinas e IFN-y) em macréfagos, verificaram
que estas células apresentavam principaimente uma atividade fungistatica
sobre a replicagao do P. brasiliensis, observando-se até 95% de inibigdo da
replicacéo do fungo fagocitado.

Com relagao aos monocitos de pacientes determinou-se
experimentaimente que estes nao apresentavam, em provas realizadas in vitro,
deficiéncia na capacidade de producdo de interleucina-1 (IL-1) e do fator de
necrose tumoral (FNT). Na avaliacdo da atividade fungicida destas células,

frente ao P. brasiliensis, os resultados obtidos demonstraram que a produgao

de FNT era maior em pacientes com PCM do que em individuos normais,
indicando que a infeccao deve levar a uma estimulagdo constante da producéao
de citocinas reguladoras da reacdo inflamatéria. Por outro lado, nestes
mesmos pacientes, observou-se diminuicao da producéo de interferon-2 (IL-2)
(Peracoli, 1996).

Considerando-se que as células T dependem da interagdo com IL-
2 para que ocorra proliferacdo, Reskallah-lwasso et al. (1989) ja haviam
observado em trabatho anterior, realizado em pacientes com PCM, que a baixa
capacidade proliferativa das células T estava relacionada a baixa producao de
-2



Com relagado a resposta imune humoral na PCM, varios estudos
foram realizados para a avaliagdo deste aspecto. Assim sendo, Calich et al.
(1985) estudando camundongos recém-nascidos infectados

intraperitonealmente com células leveduriformes do P. brasiliensis, verificaram
uma ativagdo policlonal das células B do sistema imune, apés 60 dias de
infeccdo. Também, Biagioni et al. (1987) avaliando a resposta humoral, em
presenca de processo inflamatério de PCM experimental, observaram
anticorpos da classe IgG e o componente C3 do sistema complemento ligados
a parede celular do fungo, presentes no interior do granuloma. Estes
resultados sugeriram que a IgG poderia agir como um bloqueador de
antigenos secretados pelo P. brasiliensis, possivelmente impedindo a difusao
dos mesmos pelos tecidos do hospedeiro e provavelmente inativando-os.

Com relacdo aos produtos extracelulares, muitos microrganismos
patogénicos produzem antigenos que participam direta ou indiretamente da
relagdo parasita-hospedeiro. Dentre as glicoproteinas com atividade
enzimatica, as proteinases tém se revelado como sendo uma das mais
importantes. Neste sentido, algumas evidéncias sugerem que a presenca de
proteinases na membrana das diferentes formas do Trypanosoma cruzi devem
impedir a associagéo deste protozodrio com as células fibroblasticas (Piras ef
al., 1985), ou a sua ingestao por macrofagos (Souto-Padron et al., 1990).

No caso da PCM, a maior ou menor concentracao de alguns
antigehos do P. brasiliensis, em especial a gp43, no sangue periférico de
pacientes apresentam uma relagdo direta com o grau de severidade da doenca
(Garcia et al. 1987; Mendes-Giannini ef al., 1989).

Porém, apesar da grande importancia deste antigeno no
diagnostico e acompanhamento da PCM, a relevancia do mesmo no quadro da
doenca, como um fator de viruléncia, tem apenas sido sugerida com base em
suas caracteristicas proteoliticas e pela constatacio de ser o mesmo espécie-



especifico e, portanto, presente em todas as cepas analisadas. Entretanto, 0

papel efetivo da proteinase gp43 na patogénese da PCM, ainda precisa ser
melhor investigado.

De maneira geral, com relacao ao estudo dos mecanismos €
fatores de viruléncia dos fungos patogénicos, pouco tem sido realizado no que
diz respeito a avaliagao da capacidade adesiva e/ou invasiva destes agentes.
Recentemente, através de estudos desenvolvidos in vitro utilizando culturas
celulares, alguns aspectos tém sido esclarecidos.

Quanto a esta abordagem, estudos sobre a capacidade adesiva de
leveduras, realizados com Candida albicans demonstraram a participacao de
muitipios fatores para que uma efetiva adesdo deste fungo pudesse ser
observada as células de cultura (Ollert et al., 1983; Rotrosen et al., 1985).
Denire os trabalhos ja& realizados a esse respeito, destacam-se os que
abordaram o estudo das interagdes, a nivel molecular, entre adesinas do fungo
e receptores da célula hospedeira (Kennedy et al., 1992), demonstrando-se a
contribuicdo da caracteristica de hidrofobicidade da superficie celular das
leveduras neste processo (Hazen, 1989).

Em especial, nos estudos relacionados a patogenicidade de varias

bactérias, a contribuicdo da utilizacdo de modelos de cultura de células tem
sido extremamente relevante, elucidande mecanismos de colonizacdo e
invasao.

Desta forma, através de experimentos realizados in vifro, com
diferentes culturas celulares, ressaltam-se os estudos desenvolvidos para a
compreensdo dos mecanismos de adesdo e invasdo da Salmonella
typhimurium (Kihistrdm, 1977), Shigella fiexneri (Mournier ef al., 1992) e
Listeria monocytogenes (Gaillard et al., 1987). Através deste modelo, pode-se
verificar que os mecanismos de invasao destas trés bactérias eram diferentes,
envolvendo distintos mecanismos de disseminacdo e escape as barreiras do



hospedeiro. Por outro lado, a verificagdo de um padréo de adesao diferenciado
em culturas celulares, tem contribuido para a distingéo entre os seis virotipos
atualmente descritos para a Escherichia coli enteropatogénica (Knutton et al,

1987, Dytoc et al., 1993).

Uma vez que, como para outros fungos patogénicos, a viruléncia
do P. brasiliensis parece ser multifatorial, requerendo a interacdo de
mecanismos complexos, a utilizagio deste modelo deve permitir investigar
separadamente cada possivel fator envolvido. Assim sendo, Mendes-Giannini
et al. (1994) utilizando pela primeira vez o modelo simplificado de cultura de
células obtiveram, em experimentos com células Vero infectadas pela cepa
Pb113 do P. brasiliensis, resultados que demonstraram adesdo e invasdo
celular pelo fungo. Apesar dos inimeros estudos histologicos ja realizados,
estes dois importantes mecanismos de patogenicidade sé desta forma
puderam ser evidenciados, por observagdes em microscopia otica.



OBJETIVOS DO TRABALHO

e Caracterizar a cinética do processo de infeccao do P. brasiliensis & cultura
de células Hela.

e Avaliar o processo de infecgdo celular por diferentes cepas do P.
brasiliensis.

e Analisar diferentes métodos de revelacao do processo de infecgao.

o Comprovar o processo de adesao entre diferentes cepas do P. brasiliensis.

« Verificar a influéncia de diferentes soros especificos na adesao do fungo as
células Hela.

s Verificar parasitismo intracelular do P. brasiliensis em cultura de células
Hel.a através de observagbes em Microscopia Eletronica de Transmiss&o.

o Comprovar a existéncia de formas intracelulares do P. brasiliensis através
de revelagbes pela técnica do “immunegold”.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cepas estudadas.

Cinco diferentes cepas do P. brasiliensis (Pb18, Pb113, Pb265,
PbB-339 e Pb6182) foram utilizadas no presente trabalho, todas procedentes
da micoteca da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FCM-
USP). As cepas Pb113, Pb18 e Pb265 foram isoladas de casos de PCM no
Brasil, enquanto PbB-339 é procedente da Colombia e Pb6182 da Venezuela.
Durante a realizacao deste trabalho, as cepas foram mantidas em meio de
Fava Netto (item 3.13.1.1) em estufa a 35°C, em culturas na forma
leveduriforme do fungo e a temperatura ambiente, na forma micelial do
mesmo.

3.2. Cultura celular

No presente estudo foram utilizadas as células de cultura epitelial
Hela, procedentes de adenocarcinoma cervical humano (ATCC: CCL2). A
cultura celular foi mantida através de repiques continuos, em garrafas de vidro
tipo xarope, contendo meio minimo essencial de Eagle modificado (MEM-
Eagle), ao qual foi suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma,
Chemical Co). As células permaneceram incubadas em estufa umedecido, a
36,5°C, em atmosfera com 5% de CO..
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O meio de cultura foi trocado a cada 3 dias e, pelo menos uma vez
por semana, as células foram repicadas. No preparo dos sub-cultivos procedia-
se o descolamento do tapete celular, através de tripsinizagéo utilizando-se 1,0

mL de ATV (solugio de tripsina a 0,2% e versene a 0,025%), de procedéncia
do Instituto Adolfo Lutz, permanecendo nesta solugio por 1 a 2 minutos.

Para a realizagéo dos testes de infeccao do P. brasiliensis, células
Hel.a foram cultivadas sobre laminulas de vidro contidas no interior de tubos
de Leighton. No preparo destes cultivos distribuiu-se por tubo, 1,0 mL de
suspensao celular em MEM com 2% SFB, padronizada a 1x10° células/mL,
incubando-se as culturas por 24 horas em estufa a 36,5°C, em atmosfera com
5% de CO,. A concentracao de células foi ajustada apds contagem em cédmara
de Neubauer, utilizando-se o teste de exciusdo pelo corante Azul deTrypan
(item 3.13.5.4.), na determinagao da viabilidade.

3.3. Preparo de antigenos do P. brasiliensis

3.3.1. Filtrado de cultura

No preparo de antigenos do P. brasiliensis a partir de filtrados de
cultura inoculou-se, inicialmente, a forma leveduriforme da cepa Pb113 em 500
mL de meio de Negroni (item 3.13.1.2.). Apds incuba¢do com agitagado a 150
rpm desta cultura, a 35°C por 15 dias, acrescentou-se 8 mesma Timerosal (Eli
Lily and Co., indianapolis, Ind.), para uma concentrac¢ao final de 1:10.000, re-
incubando-se o cultivo por mais 4 dias nas mesmas condigbes. Apos este
periodo, a cultura foi centrifugada a 5.000 rpm por 30 minutos e o
sobrenadante obtido concentrado em sacos de didlise (Sigma D-9277),



utilizando-se polietilenoglicol (Sigma P-2263). A seguir, o filtrado foi dialisado
contra tampao PBS 0,15M, pH7,2 e a concentragao protéica determinada pela

técnica de Lowry (1951). Este preparado foi aliquotado e estocado a -20°C.

3.3.2. Antigeno gp43

Ap6s a obtencado do filtrado de cultura, este foi submetido as
técnicas de fracionamento e purificagao por gel filtracdo e cromatografia de
afinidade para obtengdo da gp43, utilizando-se metodologia descrita por
Mendes-Giannini ef. al. (1989). Nestes procedimentos, aliquota de 3.0 mL do
filtrado obtido foi aplicada em coluna de Sepharose 4B-Concanavalina A
(ConA) (Pharmacia Fine Chemical) equilibrada com PBS O,15M pH7,2
(Ellsworth ef al., 1977). Aliquotas de 2,0 mL foram coletadas e analisadas
espectrofotometricamente a 280 nm. A seguir, 0s picos eletroforéticos obtidos
foram determinados e as fragbes correspondentes aos mesmos foram
reunidas, concentradas com polietilenoglicol e dialisadas contra PBS 0,15M

pH7,2, a 4°C. A avaliagdo dos picos obtidos foi realizada através de
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), segundo LaemmLi (1970).

3.3.3. Eletroforese em gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

No preparo de cepas a serem aplicadas no SDS-PAGE estas
foram, inicialmente, diluidas a 1:4 em tampao de amostra (item 3.13.2.1.) e
aquecidas em agua fervente por 3 minutos. Para determinacdo do peso
molecular das bandas obtidas utilizou-se como padrac o kit da Pharmacia de
"LMW", com os seguintes marcadores: Fosforilase B (94.0000 d); Albumina



Bovina (67.000 d); Ovoalbumina (43.000 d); Anidrase Carbbnica (30.000 d);
Inibidor de Tripsina (20.000 d) e Alfa-Lactoalbumina (14.400 d).

A separacao dos componentes protéicos foi realizada em geis com
5% e 10% de acrilamida, respectivamente géis de empacotamento e de
separa¢do, preparados como apresentado no item 3.13.2.2. As corridas
eletroforéticas foram realizadas a 10 mA (50V) até o momento da penetracio
da cepa no gel de separagio, aumentando-se a corrente para 20 mA (120V)

até o final da mesma, utilizando-se no processo tampao de corrida (item
3.13.2.26.).

3.3.3.1. Revelacao pela prata

Na revelagdo das bandas pelo nitrato de prata fixou-se,
inicialmente, o gel em solugao de acido tricloroacético a 10% por 30 minutos, a
4°C. A seguir, este foi colocado em solugdo de acido acético a 5% e etanol a
10%, por 3 vezes, 10 minutos cada. Permaneceu, a seguir, em solugao
oxidante (acido acético a 0,0032N e dicromato de potassio 0,0034M) por 5
minutos. Na sequéncia, o gel foi lavado em agua deionizada por 1 minuto e,
em seguida, transferido para uma solugéo de nitrato de prata 0,012M, por 20
minutos. Novamente, o gel foi lavado em agua deionizada por 1 minuto e
colocado em uma solugao redutora preparada com carbonato de caicio 0,28M

e formaldeido a 0,00185%. Apés revelacao das bandas, o gel permaneceu em
acido acético a 5%.
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3.4. Obtencao de soros policlonais

3.4.1. Soro anti-gp43

No preparo destes antissoros procedeu-se de maneira similar,
seguindo esquema de imunizagdo proposto por Yarzabal (1982), com
modificagdes introduzidas por Mendes-Gianinni ef al. (1988). Resumidamente,
no caso do preparo do primeiro antissoro a banda excisada apés eletroforese
em SDS-PAGE foi, a seguir, emulsionada em igual quantidade de adjuvante
completo de Freund (ACF), no preparo das duas primeiras doses inoculadas.
Utilizou-se adjuvante incompleto de Freund (AIF) nas mesmas proporgbes no
preparo das demais doses. As emulsdes antigénicas assim preparadas foram
injetadas intradermicamente em coelhos albinos de aproximadamente 2,0 Kg,
em 7 doses de 1,0 mL cada, em periodos de duas semanas. Decorridos quinze
dias da ultima inoculagdo, procedeu-se sangria de prova determinando-se o
titulo do soro em provas de imunodifusdo e "immunoblotting” (Mendes-
Giannini, et al., 1989).

3.4.1.1. Precipitagio de imunoglobulinas totais

Para a separacdo da fragdo imunoglobulinica do soro anti-gp43,
este foi precipitado com solu¢do de sulfato de amébnio a 1,56M. Neste
procedimento, o soro, diluido para 1:2 em tampdo PBS 0,15M, pH7.2, foi
mantido sob agitagdo constante, em banho de gelo, adicionando-se lentamente
o sulfato de amonio. Apds este procedimento, a solugdo permaneceu 18 horas
a 4°C sendo, entéo, centrifugada sob refrigeracdo a 5.000 rpm por 30 minutos.
A seguir, o precipitado obtido foi lavado em solugdo de sulfato de amdnio a



2

40%, novamente centrifugado, ressuspenso e dialisado contra tampao PBS

pH7,2, por 24 a 48 horas, a 4°C. Apos eliminag&o do excesso de sal, a solugao
de imunoglobulinas foi misturada (volivol) com glicerina, neutralizada para

pH7,0, e em seguida, aliquotada e estocada a -70°C.

3.4.1.2. “imunobloting”

As fragbes antigénicas parcialmente purificadas, obtidas apés
cromatografia em coluna Sepharose 4B-ConA (item 3.3.2.), foram separadas
por SDS-PAGE e transferidas para membrana de nitrocelulose segundo
Towbin et al (1979). Resumidamente, o gel obtido apds separagio das
proteinas foi colocado em contato com membrana de nitroceluiose de 0,45 ym
(Millipore Corp.), sendo este conjunto colocado entre papéis de filtro, que por
sua vez foram colocados entre camadas de espuma embebidas em tampéo de
corrida (item 3.13.3.1.). A corrida desenvolveu-se por 18 horas em voltagem
constante de 20V. ApOs a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi

cortada no sentido vertical, sendo em seguida incubada em tampéao

bloqueador (item 3.13.3.2.) a 4°C, por 4 horas. ApOs este procedimento, as
tiras foram incubadas com soro diluido em tampao bloqueador, permanecendo
sob agitagdo por 18 horas, a temperatura ambiente. As tiras de nitrocelulose
foram, entdo, lavadas seis vezes com tampéo PBS 0,01M, pH7,2, efetuando-
se a troca do tampdo a cada 10 minutos. Em seguida, as mesmas foram
incubadas por 2 horas com soro anti-igG de coelho conjugado com peroxidase
{horse hardish peroxidase, Sigma Chem. Co.) diluido para 1:2.000 em tampao
bloqueador. Novamente, as tiras foram lavadas pelo procedimento
anteriormente citado. A reacdo imunologica foi evidenciada apos tratamento



com solugao reveladora utilizando-se como substrato a diaminobenzidina (item
3.13.3.3)).

3.4.2. Soro anti-filtrado de cultura

No preparo deste soro, 50 ug de filtrado de cultura (item 3.3.1.) foi
inoculado intravenosamente na veia marginal da oretha de coelhos, seguindo o
mesmo esquema de imunizagdo descrito no preparo do soro anti-gp43 (item
3.4.1). Apds sangria de prova, o soro obtido foi titulado contra 0 mesmo
antigeno, em provas de imudifusdo e "immunoblotting” (item .3.4.1.2.).

3.4.3. Soro anti-célula total do P. brasiliensis.

Para o preparo da obtengao de soro anti-célula total, utilizou-se
suspensbes formolizadas da cepa Pb113, na sua forma leveduriforme, obtidas

a partir de cultivos em meio Fava Netto. Para isto, culturas de 5 dias foram,

inicialmente, ressuspensas em salina formolada (0,5%), onde permaneceram
por 24 horas. Procedeu-se, entdo, teste de viabilidade desta suspensao
segundo Calich, ef al. (1978). Para as inoculagbes, as células formolizadas
preparadas foram lavadas por trés vezes em PBS 0,05M, pH7.4, estéril,
ressuspensas no mesmo tampéao e padronizadas em espectrofotometro a 550
nm, para uma concentragdo final de 1x10° células/mL. A imunizacio foi
realizada com intervalos de 4 dias, inoculando-se os seguintes volumes desta
suspensao: 0,2 mL; 0,5mL; 1,0 mL; 2,0 mL,; 2,0 mL e 2,0 mL. Ap6s sangria de
prova, o soro foi exaustivamente absorvido com células formolizadas do
Histoplasma capsulatum e fitulado em provas de imunodifusdo e



"immunobloting”, utilizando-se o antigeno somatico das células leveduriformes
da cepa Ph113 do P. brasiliensis (3.3.1.).

3.4.4. “Pool” de soros de pacientes com PCM

No preparo do “pool” de soros de pacientes, foram coletadas cepas
de sangue de pessoas apresentando a fase aguda da PCM. Estes soros foram
gentiimente cedidos pela Prof@. Dra. Maria José Soares Mendes-Giannini, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP/Araraquara, Sao Paulo.

3.5. Estudo da infeccdo do P. brasiliensis as células HelLa

3.5.1. Padronizagao das suspensdes do P. brasiliensis

Inicialmente, para as provas de infeccdo em cultura, as cepas

leveduriformes do P. brasiliensis foram cultivadas em meio Fava Netto, por 5
dias, em estufa a 35°C. Em condicoes de esterilidade, os cultivos foram
ressuspensos em tubos contendo MEM-Eagle acrescido de 2% de SFB. As
suspensoOes foram, entdo, homogeneizadas através de aspiragdes sucessivas
com pipetas estéreis. As concentragdes foram ajustadas, utilizando-se
diluicoes preparadas em paraformaldeido a 4%, para 0,5 de absor¢do a 550
nm, correspondendo esta D.O. a uma concentracdo de aproximadamente
1x10° células/mL. Todas as suspensdes utilizadas como inéculos foram
preparadas no momento da realiza¢ao dos testes de infecgao.
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3.5.2. Infecgdo das células HeLa

Apos formagdo da monocamada celular sobre a laminula contidas

nos tubos de Leigthon, desprezou-se o sobrenadante de cultura, lavando-se as
células por trés vezes com MEM-Eagle, utilizando-se 1,0 mL por vez. Em
seguida, a cada tubo adicionou-se 1,0 mL de suspenséo padronizada de cada
cepa do P. brasiliensis. As células infectadas foram, entdo, incubadas em
estufa a 36,5°C, por diferentes periodos de tempo (30 minutos; 1, 3,5, 18,24 e
48 horas). ApOs estes periodos, as células foram lavadas dez vezes,
utilizando-se 1,0 mL por vez, com tampéo PBS 0,05M, pH7.4. A sequir, as
culturas infectadas foram fixadas com solugéo de paraformaldeido a 4%, por
18 horas.

3.6. Reveiacao das provas de infeccao

3.6.1. Coloragdo May-Griinwald/Giemsa.

Depois de fixadas, as células infectadas foram lavadas cinco vezes
com tampao PBS. As laminulas foram retiradas do interior dos tubos de
Leighton e secas "a temperatura ambiente. A seguir, as células foram coradas
com solugdo de May-Griinwald (eosina e azul de metileno, Merck) (item
3.13.5.1.) a 2%, diluido 1:2 em tampdo Sérensen (item 3.13.4.3.), por 5
minutos. Em seguida, as células foram lavadas em agua corrente e coradas
com solugdo de Giemsa, diluida a 1:3 em tampao Sérensen, permanecendo na
mesma por 20 minutos. Na seqiiéncia, as células foram novamente lavadas
com agua corrente e depois de secas, as laminulas foram colocadas sobre
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laminas de vidro e vedadas em suas laterais com esmalte incolor. A seguir, as
células foram observadas ao microscépio otico.

3.6.2. Coloracao por PAS (Periodic Acid-Schiff).

A coloracdo das culturas infectadas pelo método de PAS foi
realizada segundo Michalany (1980). Neste procedimento, ap6s a fixacao das
células infectadas com solugdo de paraformaldeido a 4%, o material foi imerso
em acido periddico a 1%, por 15 minutos, a temperatura ambiente e lavado
com agua destilada por 5 minutos. Em seguida, permaneceram no reativo de
Schiff (item 3.13.5.2.), por 45 minutos, a temperatura ambiente e em camara
escura. A reacdo foi interrompida com A&cido sulfuroso (item 3.13.6.1.),
preparado no momento de uso, colocando-se as laminulas em trés banhos de
imersdo de 2 minutos cada. Para retirar o excesso de corante, as células foram
lavadas em agua corrente por 1 hora. Apos esse periodo, as laminulas foram
secas a temperatura ambiente e montadas em ladminas de vidro com esmalte

incolor. A seguir, as células foram observadas ao microscopio otico.

3.6.3. Revelagdo por imunofluorescéncia indireta

Foi utilizada a técnica de imunofluorescéncia indireta (IFl), descrita
por Oliveira (1967), com algumas modificac6es. Para a realizagdo deste
experimento, as células Hel.a foram infectadas apenas com a cepa Pb113.
Apds periodo de infecgdo, estas foram fixadas com alcool/acetona gelado
{(vol/val), por 5 minutos e, a seguir, lavadas trés vezes com tampao PBS

0,05M, pH7.4. As células foram incubadas por 18 horas, a 4°C, com os
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seguintes soros imunes: anti-célula total (1:320) e anti-gp43 (1:40). Ao término
deste periodo, foram lavadas trés vezes com o tampao PBS e incubadas com
soro anti-IgG de coelho conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC:

Sigma Chemical Co.) diluido a 1:200 no mesmo tampao, acrescido de Azul de
Evans a 0,001% (item 3.13.5.3.), permanecendo em camara escura por 1 hora,
a 36,5°C. Em seguida, as células foram lavadas trés vezes com tampao PBS e
as laminulas depositadas sobre iaminas de vidro contendo uma gota de
solucdo tamponada de glicerina a 10%. Este preparado foi mantido em camara
escura, a 4°C, até a observacao da reagdo em microscopio de luz ultravioleta,
em periodo maximo de 18 horas.

3.7. Avaliacao da adesdo por ensaio imunoenzimatico

3.7.1. In6culo do P. brasiliensis

No preparo destas provas, a cepa Pb113 foi, inicialmente,
cultivada em meio Fava Netto por 5 dias, a 35°C. A partir desta cultura, o
inoculo foi semeado em caldo Fava Netto e mantido sob agitagdo por 24 horas,
na mesma temperatura. A seguir, este cultivo foi centrifugado e ressuspenso
em MEM-Eagle acrescido de 2% de SFB. O inéculo foi padronizado por
espectrofotometria para 0,5 de D.O. a 550 nm, sendo esta, equivalente a
aproximadamente 1x10° leveduras por mL.
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3.7.2. Preparo da cultura de céiulas em microplacas

Para as provas de infecgdo reveladas por ensaio imunoenzimatico,
a cultura de células Hela foi cultivada em placas de poliestireno com fundo
chato (Coming, New York), contendo 96 orificios. Para obtengdo da
monocamada de células, 100 ylL da suspensao celular padronizada a 1x10°
células/mL (item 3.2) foi aplicada a cada orificio da placa. As placas foram,

entdo, incubadas em estufa a 36,5°C, em atmosfera de 5% de CO,, por 24
horas.

3.7.3. Infecgdo das células

Apds formacdo de monocamada semiconfluente, as células foram
lavadas trés vezes com tampao PBS estéril e a cada orificio da placa
adicionou-se 100 pL da suspensao padronizada do fungo. A sequir, as placas

foram re-incubadas em estufa a 36,5°C e 5% de CO,, por 3 horas. Apds este
periodo, as células infectadas foram lavadas, por trés vezes, com tampao PBS
0,05M pH7 4 e fixadas com solucdo de alcool/acetona gelado (vol/vol), por 10

minutos. A solucao fixadora foi retirada e as culturas lavadas com tampao PBS
0,05M, pH7.4, acrescido de 1% de Tween 20.

3.7.4.Revelacdo da reag¢do imunoenzimatica

Para bloqueio de sitios inespecificos, as células foram incubadas
com solucdo de leite Molico a 2,5%, preparada em tampao PBS 0,05, pH7,4,
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por 1 hora, a temperatura ambiente. Apds este periodo, esta solugdo foi

desprezada e aplicou-se por orificio 50 uL dos soros anti-célula total (1:400) ou
“pool” de soro de pacientes com PCM (1:100), incubando-se a reagao por 1

hora, em estufa umidificada a 36,5°C com atmosfera de 5% de CO,. Em
seguida, as células foram lavadas por trés vezes com tampao PBS,
adicionando-se a seguir 50 ulL por orificio, dos soros anti-lgG de coelho ou
anti-igG humano, ambos 0s soros conjugados com peroxidase (horse hardish
peroxidase: Sigma Chem. Co.) e diluidos para 1:2.000, permanecendo por 2
horas em camara escura, a temperatura ambiente. Os conjugados foram
desprezados e as células lavadas por trés vezes com tampao PBS. Procedeu-
se a revelagao final da reagao imunoenzimatica adicionando-se 100 pL de uma
solugao de OPD (ortofenilenediamina) a 0,6 ug/mL em tampao acetato de
sodio 0,001M, pH4,5, acrescido de 0,3% de H,O, 30V.

Apos 30 minutos, a reacao final foi bloqueada adicionando-se 25ul.
de H,S0, 2M por orificio. Para leitura das reagbes, utilizou-se leitor de ELISA
(Labsystem Multiskan Bichromatic, 348) em comprimento de onda a 492nm.
Como controles negativos das reagbes foram utilizadas células nao infectadas

reveladas pelos mesmos soros € reagentes. Os soros primarios utilizados

nestes experimentos foram absorvidos por trés vezes, com suspensdes densas
de células Hel.a antes de serem utilizados.

3.8. Teste de inibigao da adesdo

O estudo da inibigdo da adesao foi realizado com a cepa Pb113.
Nesta abordagem, a cepa foi previamente tratada com os soros anti-gp43
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(1:2), anti-"pool” de soros pacientes com PCM e soro normal de coetho. Como
controle positivo, as leveduras foram tratadas com tampao PBS, nas mesmas
condigbes.

Nestes procedimentos, 1,0 mL da suspensio padronizada a 1x10°
da cepa Pb113 foi, iniciaimente, incubada com igual volume dos diferentes
soros, por 1 hora a 36,5°C. A seguir, as suspensdes foram lavadas trés vezes
com tampao PBS estéril e ressuspensas em 1,0 mL de MEM-Eagle acrescido
de SFB a 2%. Células Hela preparadas em tubos de Leigthon foram, entéo,
infectadas com 1,0 mL das suspensdes pré-tratadas do P. brasiliensis. A
revelagdo do teste foi realizada por coloragdo de May-Grinwald/Giemsa (item
36.1)eP.AS. (tem 3.6.2.).

3.8. Verificag3o da participacdo ativa do parasita e do
hospedeiro no processo de infec¢ao.

3.9.1. Inativagio do parasita

Nesta abordagem, realizou-se a infecgao de células HelLa com
suspensles inativadas do P.brasiliensis, utilizando-se apenas a cepa Pb113.
Apds 5 dias de cultivo em meio de Fava Netto, o crescimento leveduriforme do
fungo foi morto por ressuspensdo em solugdo de paraformaldeido a 4%,
permanecendo por 24 horas. Apés este periodo, prova de viabilidade foi
realizada, semeando-se indculos desta suspensao em trés placas contendo
meio de Fava Netto, aguardando-se 30 dias para verificagdo de possivel
crescimento do fungo. Confirmando-se a inviabilidade do indculo as células
leveduriformes foram, entdo, lavadas cinco vezes com PBS estéril e
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novamente ressuspensas no mesmo tampao. Procedeu-se, a seguir, testes de
infeccao realizados segundo item 3.5.3. Apos periodo de infecgdo de 5 e 24
horas as células foram fixadas e coradas pelo método de P.A.S.(item 3.6.2.).

3.9.2. inativagao da célula hospedeira.

Para esta avaliagdo, as células Hela foram cultivadas em
laminulas de vidro contidas em tubos de Leighton. Ap6s formagao de
monocamada confluente de células, estas foram inativadas com
paraformaldeido a 4%, permanecendo nesta solugdo por 20 minutos a
temperatura ambiente. As células foram, entdo, lavadas cinco vezes com
tampao PBS estéril, por 3 minutos cada. Em seguida, infectadas com
suspensao padronizada do Pb113 e incubadas por 5 e 24 horas. Na revelagao
desta prova as células foram fixadas e coradas pelo método de PAS (item
3.6.2).

3.10. Verificacdo do parasitismo intracelular do P. brasiliensis

3.10.1. Determinacdo do namero total de células fiingicas apos
infecgéao.

Para comparagdo da infectividade das cinco cepas do F.
brasiliensis em estudo, determinou-se o numero total de células fingicas apos
infecgdo da cultura HeLa pelas mesmas. As provas foram realizadas como
descrito no item 3.5.3., incubando-se por 24 horas as culturas infectadas. A



seguir, as células foram lavadas cinco vezes com tampao PBS 0,05M, pH7 4 e
lisadas, colocando-se 1,0 mbL de agua destilada em cada tubo de Leighton.
O conteGdo liberado pelas células apés a lise foi, entao,

centrifugado a 2.000 rpm, por 10 minutos, tendo sido o precipitado
ressuspenso em 1,0 mL de solucdo de paraformaldeido a 4%, permanecendo
nesta solucéo por 18 horas. Nesta suspenséo determinou-se o nimero total de
células do fungo, através de contagem em camara de Neubauer. Este
experimento foi repetido trés vezes para cada cepa.

3.10.2. Determina¢do do numero de unidades formadoras de
colonia {u.f.c.).

Para determinar-se 0 nimero de células viaveis em parasitismo
intracelular, verificou-se o nimero de unidades formadoras de coldnia (u.f.c) do
P. brasiliensis, apOs provas de infecgdo celular. Nestes procedimentos utilizou-
se a cepa Pb113. Iniciaimente, verificou-se possivel efeito citotoxico de

diferentes concentragbes do antifingico Ketoconazol diretamente sobre a

cultura de células Hela. Paralelamente, determinou-se a concentra¢ao
fungicida minima do mesmo, utilizando-se suspensdes padronizadas a 1x10°
célutas/mL do Pb113.

Na sequéncia, provas de infecgdo foram realizadas segundo item
3.5.3. Ap6s periodo de incubagdo de 24 horas, adicionou-se as culturas
Ketoconazol em concentragbes finais de 10, 15 e 20 pg/ml., objetivando-se
eliminar células fungicas extra-celulares. As ceélulas infectadas e tratadas

permaneceram, entdo, por mais 3 horas em estufa a 36,5°C. Para verificagao
da viabilidade do P. brasiliensis no sobrenadante destas culturas, aliquotas de



0,1 mL foram semeadas em 3 placas contendo meio de Fava Netto

enriquecido (item 3.13.1.4.) e incubadas em estufa a 35°C por 20 dias.
A seguir, desprezou-se o restante do sobrenadante e lavou-se as

culturas infectadas por cinco vezes com tamp&o PBS. As células foram, entao,
lisadas com 1,0 mL de agua destilada. O conteGdo do lisado celular foi
plaqueado em meios de cultura nas mesmas condigbes mencionadas acima.
Apés 20 dias de incubacgéo, determinou-se o numero de u.fc. nas placas
semeadas.

3.11. Estudo da infecgcdo celular em Microscopia Eletronica
de Transmissao (MET)

3.11.1. Infecgcdo das células

No preparo de material para observacbes em Microscopia
EletrGnica de Transmissdo (MET), células HeLa foram cultivadas em garrafas
de plastico (Corning, New York), até a formacdo de monocamada celular
confluente. Em seguida, infectou-se a cultura com 5,0 mL de uma suspenséo
contendo 1x10° células/mL da cepa Pb113 em MEM-Eagle com 2% de SFB.
Nas varias preparac¢des realizadas, periodos de infecgdo de 3, 5 e 24 horas
foram estudados. A seguir, as culturas foram lavadas 5 vezes com tampao
PBS 0,05M pH7 4.
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3.11.2. Fixagao das células infectadas.

Inicialmente, fixou-se as celulas infectadas colocando-se nas

garrafas 1,0 mL de uma solugdo preparada em tampao PBS 0,05M pH7 4,
contendo aldeido glutarico a 1,5%, paraformaldeido a 2% e sacarose a 2,5%,
permanecendo nesta por 90 minutos & temperatura ambiente. Apos este
periodo, as células foram lavadas trés vezes com tampé&o PBS 0,05M pH7 4 e
pbs-fixadas com tetroxido de 6smio aquosc a 1% por 30 minutos, a
temperatura ambiente. As células foram, entdo, lavadas trés vezes com
tampéo PBS.

3.11.3. Embiocamento do material em agarose

Com o auxilio do “policeman”, o tapete celular foi raspado da
superficie das garrafas, ressuspendendo-se as células em tampao PBS. Em
seguida, realizou-se centrifuga¢cdo a 2.000 rpm, por 10 minutos. O material

centrifugado foi, entdo, cuidadosamente depositado em depressoes feitas em
camada de agarose a 2%, solidificada sobre uma lamina de vidro. Uma
segunda camada de agarose foi, em seguida, aplicada sobre este material

para imobiliza-lo. O material emblocado foi, entdao, delimitado retirando-se o
excesso de agarose com o auxilio de um bisturi.

3.11.4. Desidratago.

No processo de desidratagio o material emblocado em agarose foi
mergulhado em etanol a 50%, sendo este substituido por trés vezes a cada 5
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minutos. Em seguida, o material foi mantido em etanol a 70% e a 95%,
permanecendc por 10 minutos em cada concentragdo. Prosseguindo-se a
desidratacdo, o material permaneceu em etanol P.A. tendo sido substituido por

trés vezes a cada 5 minutos.

3.11.5. Inclusdo em resina

Para inclusdao das células infectadas em resina mergulhou-se,
iniciaimente, o material em solugdo de etanol P.A. e 06xido de propileno
(vol/vol) por 20 minutos e apenas em éxido de propileno por mais 20 minutos.
O material permaneceu em solugdes mistas de 6xido de propileno e resina
Epon nas concentragbes 2:1, 1:1 e 1:2, por 1 hora em cada concentracdo. Na
sequéncia, foi colocado em resina pura por 24 horas, & temperatura ambiente.
Apbs esse periodo, o material foi depositado em moldes preenchidos com a

resina sendo, a seguir, polimerizado a 60°C por 48 horas.

3.11.6. Obtencdo de cortes semifinos para avaliacdo do
materiai.

Cortes semifinos (cor dourada) foram obtidos com auxilio de um
ultramicrétomo (Supernova), utilizando-se navalhas de vidro. Apds serem
fixados pelo calor em laminas de vidro, estes cortes foram corados com
solugédo de azul de toluidina a 0,5%, acrescida de borato de sodio a 5% e
observados em microscopia éptica. Uma vez avaliado este material, foram
obtidos cortes ultrafinos (cor prateada), depositados em telas de cobre de 200
“mesh’”.



3.11.7. Contrastagio dos cortes ultra-finos

Os cortes ultrafinos foram contrastados com solugéo de acetato de

uranila a 2% em tampéao maleato por 15 minutos e citrato de chumbo por 5
minutos. O material assim preparado foi observado em Microscopio de
Transmissao Eletronica (EM9S-2, Carl Zeiss).

3.12. Preparados para MET revelados por reacdo
imunocitoquimica

3.12.1.Processamento do material infectado.

Células Hel.a infectadas, preparadas em garrafas de plastico (item
3.11.1) foram, inicialmente, fixadas com solugdo de paraformalideido a 4% e

aldeido glutérico a 0,2%, em tampao PBS 0,05M, pH7 4, permanecendo nesta

solucdo por 2 horas, a 4°C. A seguir, estas foram lavadas com tampédo PBS
0,05M, pH7 .4, por trés vezes, e pds-fixadas por 18 horas em paraformaldeido
a 8%, acrescido com 2,5% de sacarose em tampao PBS. Apés as lavagens
com o mesmo tampao, as células foram raspadas da superficie do recipiente
plastico, ressuspensas no mesmo tampdo, centrifugadas e o mateial
sedimentado foi acondicionado em agarose segundo item 3.11.3.



3.12.2. Desidratacdo e inclusdo em resina

O material foi desidratado por trés vezes em etanol a 70%, por 5

minutos cada; duas vezes em etanol a 90% por 7 minutos cada e duas vezes
em etanol a 100%, por 7 minutos cada. Em seguida, este foi incluido em resina
LR-White (LR-White resin-hard: LADO Research Industries,inc.). Neste
processo, permaneceu em solucéo de resina e efanoi P.A. (vol/vol) por duas
vezes de 15 minutos cada e em resina por 18 horas, a 4°C. Ap6s este periodo,
a resina foi trocada quatro vezes a cada 15 minutos. Realizou-se novamente a
troca da resina e s0, entao, 0 material foi polimerizado em estufa a 52°C em 5
dias.

3.12.3. Reacgdo de “immunegold”

Inicialmente, os cortes ultrafinos do material polimerizado foram
depositados em telas de niquel de 200 “mesh” e depois de secas, as telas

foram submetidas & rea¢ao de “immunegold”.

Nestes procedimentos, as telas foram reidratadas, permanecendo
por 5 minutos em tampao TBS 0,02M, pH 7,4 (item 3.13.4.5.). Em seguida,
estas foram tratadas trés vezes com solugdo tampao TBS 0,02M, pH7. 4
acrescido com 1% de soro albumina bovina (BSA fragao V. Sigma Chemical
Co.) e 0,05% de Tween 20, permanecendo nesta solugao por 10 minutos cada.

O material foi, entdo, incubado com soro anti-célula total diluido a
1:200 em tampao PBS 0,05, pH7,4, permanecendo nesta solugdo por 18 horas
a 4°C. Apos este periodo de incubagéo, os cortes contendo as células
infectadas foram lavados dez vezes, por 3 minutos cada, em tampao TBS
0,02M, pH 7,4, acrescido de 1% de BSA e 0,05% de Tween 20. Na sequéncia,



43

estes foram lavados cinco vezes, 3 minutos cada, em solugdo tampéo TBS
0,02M pH8,2, acrescido de BSA a 1%.
Em seguida, os cortes foram incubados em uma solugo contendo

Proteina A conjugada com particulas de ouro coloidal de 10 nm, diluida a 1:50
em tampdo TBS 0,02M, pH8,2, acrescido de BSA a 1%, por 30 minutos, a
temperatura ambiente. Os cortes foram, entdo, lavados quatro vezes, por 4
minutos cada, com tampao TBS 0,02M pH8,2 acrescido de 1% de BSA e
0,05% de Tween 20 e uma vez em agua destilada, por 1 minuto.

Para preservacdo das reagbes antigeno-anticorpo, os cortes
ultrafinos foram fixados com giutaraldeido aquoso a 2%, permanecendo por 5
minutos nesta solugdo. Em seguida, foram lavados cinco vezes em agua
destilada, por 3 minutos cada. Prosseguindo-se esta fixacdo, os cortes
ultrafinos permaneceram 5 minutos em tetréxido de 6smio aquoso a 2%. Apos
este periodo, os mesmos foram lavados trés vezes com agua destilada, por 3
minutos cada, permanecendo a temperatura ambiente para secar. S6, entao, o
material foi contrastado segundo item 3.11.7. e observado em Microscdpio
Eletrénico de Transmissao.
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3.13. Meios de cultura, solugbes e metodologias especificas
utilizadas.

3.13.1. Meios de cultura

3.13.1.1. Meio de Fava Netto

Proteose peptona n°3 (Difco) 30¢9
Peptona (Difco) 100¢g
Extrato de carne 50¢
Cloreto de sédio 509
Extrato de levedura 50¢g
Dextrose 40049
Agar (Difco) 18,0 ¢
H,0 destilada 1000 mL
pH 7.4

3.13.1.2. Meio de Negroni (NGTA) modificado*

Neopeptona 30,09
Glicose 18,0¢g
Tiamina 036¢g
H,0 destilada. 1800 mL

*Preparagao segundo Negroni (1968), com base na técnica
de Evans and Kessel e modificado por Siqueira (1982).

3.13.1.3. Meio de Fava Netto enriquecido*

Soro Fetal Bovino 40 mL
Filtrado de cultura do Pb 40mL
Meio de Fava Netto 88,0 mL
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* No preparo deste meio, o filtrado de cultura e o soro fetal
bovino devem ser esterilizados por filtragdo a vacuo antes de

serem adicionados ao meio de Fava Netto.

3.13.2. Preparo do SDS-PAGE

3.13.2.1. Tampdo de amostra

Tris-HCI (pH 6,8)
SDS

Glicerol 10%
Ditiotreitol

Azul de bromofenol
H,0 bidestilada q.s.p.

62,5 mM
2%

10%
0,5M
0,002%
10 mL

3.13.2.2. Preparacao dos géis de poliacrilamida

Concentracao Gel de separacdo Gel de empacotamento

10%T 4% T

30% Acril/ 0,8% Bis 20mil. 2,66mL

Tris-HCI pH 8,8 15mL o

Tris-HCl pH 6,8 m— 5,0mL
SDS 10% 600l 200ul

H20 24,1mL 12,2mL
Persufato de Amonio 300uL 100uL
TEMED 20pl 10ulL

1-Dodecil Sulfato de Sodio
2-N, N, N, N- Tetradimetiletilenodiamina

3.13.2.2.1. Solugéo de Acrilamida (30%) = bis (0,8%)*

Acrilamida
Bis-acrilamida
H,O bidestilada q.s.p.

584 ¢
16g
200 mL

*Armazenar a4°C em frasco escuro



3.13.2.2.2. Tampao de Separagao Tris-HCI 1,5M pH8,8*

Tris 36,3 g
H,0 bidestilada q.s.p. 200 mL
*Ajustar o pH para 8,8 com HCI

3.13.2.2.3. Tampé&o de Empacotamento Tris-HC1 0,5M pH6,8*

Tris 30g
H,0 bidestilada q.s.p. 50 mL

*Ajustar o pH para 6.8 com HCI

3.13.2.2.4. Solugido de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 10%*

SbS 10g
H,O bidestilada q.s.p. 100 mL

*Dissolver em banho a 37°C.

3.13.2.2.5. Solucido de Persulfato de Amoénio (10%)

Persuifato de aménio 05¢
H,0 bidestilada q.s.p. 50mL

3.13.2.2.6. Tampdao de Corrida Tris-Glicina 0,025M pH 8,3

Tris 12g
Glicina 57649
SDS 10% 40 mL
H,O bidestilada q.s.p. 4000 mL

3.13.2.2.7. Solugdo Fixadora

Metanol 500 mL
Acido acético glacial 50mL
H,0 destilada 450 mil.
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3.13.3. Solugdes utilizadas nas provas de “immunobloting”

3.13.3.1. Tampao de corrida (pH8,3)

Tris 25 mM
glicina 192 mM
metanoi 20%

3.13.3.2. Tampao bloqueador

leite desnatado (Molico) 5%
Tampao PBS 0,15M pH7,2 100 mL

3.13.3.3. Solucdo reveladora (preparada no momento de uso)

diaminobenzidina 5 mg
H,0, a 30% 150 plL
Tampao PBS 0,01M pH7,2 30 mL



3.13.4. Solugbes Tampao diversas

3.13.4.1.Tampao Salina-Fosfato (PBS) 0,05M pH7,4

Salina 3M 50 mL.
Tampéo fosfato 0,5M (A+B) 100 mL
H,O destilada 1000 mL

A. Tampdo Fosfato de S6dio monobésico 0,5M
NaH,PO, 69g
H,0O destilada 1000 mL

B. Tampao Fosfato de Sédio bibasico 0,5M*

Na,HPO, 70,98 g
H.,0 destilada 1000 mL

*Acertar o pH com o tampao fosfato de sédio monobasico

3.13.4.2. Tampao Citrato-Fosfato*

Solugado A
Acido citrico 0,1M 1,92¢
H,O destilada 100 mL
Solugido B
Fosfato dibasico 0,2M 284g
Agua destilada 100 mL

*Misturar 20 mL da solucdo A e 20 mlL da solugéo B.
Ajustar para pH 5,0 e completar com agua destilada para o
volume final de 100 mi..



3.13.4.3. Tampéao Sbrensen*

Solugio A

KH,PO, 0,63569
H,0O destilada 70 mL
Solucdo B
Na,HPO, 2,3675¢
H,0 destilada 250mL

*Misturar 69,6 mL da solugdo A e 230,4 mL da solugéo,

armazenar a 4°C e no momento de uso, diluir para 1:2 em H,0
destilada.

3.13.4.4. TBS 0,02M pH7,4

Tris 2429
NaCl 8,509
Agua destilada

1000 mL

3.13.5. Solugdes Corantes

3.13.5.1. May-Griinwald a 2% (eosina-azul de metileno)*

May-Griinwald 2,0g
metanol 100mL

*Incubar em banho-maria a 60°C por 30 minutos, filtrar em
papel de filtro e armazenar em frasco escuro.
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3.13.5.2. Reativo de Schiff

Fucsina basica

Acido cloridrico
Metabissulfito de sédio seco
Carvéo ativado seco

Agua destilada

Modo de preparo:

20g

2,5mL

409
60g

250 mL

50

1. Dissolver a quente 2,0 g de fucsina basica em 250 mL de agua
destilada, ressuspendendo o corante apés o aquecimento e filtrar

em papel de filtro comum.
2. Adicionar o metabissulfito de s6dio seco.

3. Apés dissolugdo e resfriamento, adicionar 2,5 mL de &cido

cloridrico e agitar por 30 minutos.

5. Adicionar o carvao ativado seco e agitar por 2 minutos. Apos

dissolugdo filtrar e guardar em frasco ambar a 4°C.

3.13.5.3. Azul de Evans (solugdo estoque)”

MgSO,.7H,0
MnCl,.4H,0
FeCl;.6H0
HQSO4 0,1mM

056¢g
0,05¢
0,05¢g
10 mL

| *Filtrar em filtro Millipore. Para uso, diluir a solugéo
estoque em agua destilada na concentragio desejada e filtrar em

papel de filtro comum.

3.13.5.4. Azul de Trypan*

Trypan Blue

Cioreto de sédio

Ortofosfato de potassio diidrogenado
H,O destilada

*Ajustar para pH7,2 a pH7,3 com NaOH 1M

400 g
8104g
60 mg
100 mL



3.13.6. Outras solugdes utilizadas

3.13.6.1. Acido Sulfuroso

Metabissulfito de sodio

Acido cloridrico 1N
H,0 destilada

100¢
50¢g
100 mL

e



4. RESULTADOS

4.1. Estudo da infecglo do P. brasiliensis as células HelL a.

4.1.1. Revela¢cdo dos testes de infec¢do por diferentes
técnicas de coloragdio e imunoensaios.

Formas variadas do P. brasiliensis, em provas de infecgdo de
células Hel.a, puderam ser observadas tanto nas revelagbes coradas pela
técnica de May-Grinwald/Giemsa (Figura 1), como pela técnica de P.AS.
(Figura 2). Com relagdo a revelacdo pela técnica de imunofiuorescencia
indireta foram observadas formas morfoldgicas extracelulares caracteristicas
do fungo (Figura 3).

De maneira geral, as observacbes realizadas através de
microscopia 6tica, permitiram demonstrar tanto formas caracteristicas do P.
brasiliensis, como também células de diferentes aspectos morfolégicos, estas
apenas sugestivas de corresponderem ao fungo. Pela técnica de
imunofluorescéncia, destacou-se a presenca de células extracelulares do
fungo, algumas apresentando blastoconidios com brotamentos simples ou
muitiplos (Figura 3). Apbs observagdes de provas de infeccio reveladas com
os soros anti-célula total e anti-gp43, ndo foram verificadas variagbes nas
reacGes obtidas. Entretanto, por esta técnica utilizada nao foram observadas
de forma clara, parasitismo intracelular do fungo.
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Por outro lado, revelagbes das provas com os corantes
apresentaram, em inumeros campos observados, muitas células infectadas
com parasitismo citoplasmatico intracelular do P. brasiliensis. Varias destas

células apresentaram as formas intracelulares do fungo no interior de vactolos
citoplasmaticos (Figuras 1 e 4).

Apesar de terem sido encontradas variagbes morfolégicas do P.
brasiliensis, foi possivel diferenciar-se as células Hela infectadas das ndo
infectadas pelo fungo, nas provas reveladas tanto pelo método de PAS como
pela técnica do May-Griinwald/Giemsa. Entretanto, em periodos de infecgéo
de 3 horas até 24 horas, ndo foi possivel estabelecer-se distingdo objetiva
entre parasitismo intra ou extracelular do fungo, na grande maioria das células
infectadas, em observagbes pela microscopia otica. Em relacdo a adesao do
fungo as células Hela, esta propriedade ja foi observada em provas de até 30
minutos de infecgéo.

4.1.2. Avaliacdo da infecgao celular por diferentes cepas do P.

brasiliensis.

Nos testes de infeccéo realizados com as diferentes cepas do P.
brasiliensis nao foram observadas diferencgas significativas quanto ao padrao
de adesdo das mesmas as células Hela. Geralmente, as células fungicas
apresentaram-se na forma esférica, algumas com brotamentos e aderidas a
membrana citoplasmatica da célula hospedeira.

As cepas Pb113 (Figura 4), Pb18 (Figura 5), Pb265 (Figura 6) e
PbB-339 (Figura 7) e Pb6182 (Figura 8) claramente infectaram as células
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Hela, tendo-se observado frequentes células fungicas apresentando aspectos
morfolégicos de formas arredondadas.

Com relacao a cepa Pb6182, proveniente da Venezuela, esta
apresentou-se morfologicamente distinta das demais, tendo sido observado
apenas formas pequenas e arredondadas do fungo infectando as células HelLa
(Fig. 8).

Na verificagdo da participagdo metabolicamente ativa do parasita
e do hospedeiro no processo de adesdo, observou-se em experimentos de
infecgéo utilizando suspensdes padronizadas da cepa Pb113 inativada pelo
formol, formas caracteristicas do P. brasiliensis aderidas as células Hela
vidveis (Figura 9). Apoés 24 horas de infeccdo, resultados semelhantes
também foram observados em experimentos utilizando-se fungos viaveis e
células de cultura inativadas pelo formol.

Em diversas provas de infecgdes utilizandos as diferentes cepas
do P. brasiliensis foram observadas formas fungicas apresentando apenas a
parede celular no interior das células HelLa (Figura 10).

Objetivando-se uma avaliagdo comparativa da capacidade de

adesdo das diferentes cepas do P. brasiliensis foram realizados testes de
inffeccdo as células Hela, revelados por método imunoenzimatico. Os
resultados obtidos determinaram que a cepa Pb18 apresenta indice de adeséo
maior, seguida pelas cepas Pb113 e Pb265 (Figura 11).

Em testes realizados verificando-se inibicdo da adesdo do P.
brasiliensis as células Hela, apés tratamento das células fungicas com
diferentes soros, observou-se maior eficiéncia de inibicdo deste mecanismo

pelo “pool” de soros de pacientes com PCM em relagdo ao soro anti-gp43
(Figura 12).



4.2. Avaliagdo do parasitismo intracelular do P, brasiliensis.

Para avaliacdo do parasitismo intracelular do P. brasiliensis foi

determinado o nimero total de células fungicas, apds 24 horas de infec¢éo.
Apds lise das células Hela infectadas, este valor foi determinado por
contagem em camara de Neubauer, sendo que os resuitados obtidos estao
apresentados na Tabela 1. Como pode ser verificado, com relagéo a cepa
Pb6182 um maior nimero de leveduras por mL, foi encontrado seguido pelas
cepas Pb18, Pb113 e Pb265.

Em outra abordagem, o parasitismo intracelular foi verificado
através da contagem de unidades formadoras de colonia (u.f.c.). Apés 20 dias
de incubacao das placas semeadas foram obtidos resultados que constataram
a presenc¢a intracelular de células viaveis do P. brasiliensis (Tabela 2). Na
determinacido do numero de u.f.c. a partir de formas intracelulares do fungo,
verificou-se um indice menor de células viaveis que o obtido com o indculo
inicial, correspondente a 50 colonias.

4.3. Observacbdes em Microscopio Eletrénico de Transmisséo.

Através das varias observacbes realizadas em Microscopia
Eletrbnica de Transmissdao (MET) de secg¢bes ultrafinas de células Hela
infectadas com a cepa Pb113, foi possivel demonstrar uma provavel
sequéncia da infeccao que incluiu 0s mecanismos de adesdo e invasao
(Figura 13).

Na sequéncia proposta pode-se observar o P. brasiliensis aderido
a ceélula Hela, através de uma estrutura semelhante a um pedestal,
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observando-se inicio de propagacao citoplasmatica da célula hospedeira ao
redor do fungo (Figura 13a). A seguir, observam-se formas do fungo
aparentemente sendo englobadas pela célula hospedeira, que apresenta

significativas alteragdes na membrana celular (Figura 13b). Formas do P.
brasiliensis de diferentes tamanhos $&0, a seguir, encontradas em vactolos

citoplasmaticos da célula hospedeira, proximas ao nucleo da mesma (Figura
13c¢).

Finalmente, em preparados de 24 horas de infecgao, observa-se a
presenca do fungo no interior do citoplasma da célula Hela, apresentando
varios vacuolos e totaimente destituido de parede ceiular (Figura 13d). Neste
periodo de infeccéo, de maneira geral, formas fungicas tanto intracelulares
como extracelulares foram observadas com menor freqiiéncia nos diferentes
preparados realizados.

4.3.1. Reagio de “immunegold”

Através da reacao de “immunegold”, observou-se formas da cepa
Pb113 do P. brasiliensis aderida a membrana celular da célula Hela,
apresentando marcacao intensa na area da parede celular do fungo (Figura
14). Diferentes formas intracitoplasmaticas do P. brasiliensis (Figura 15) foram
encontradas, apresentando marcacao homogénea do contelido citoplasmatico,
em revelacdes realizadas com soro anti-célula total.

Em relacao a revelagdo de cortes do material infectado utilizando-
se soro anti-filtrado de cultura, intensa marcagao no interior do nicleo da
célula HelLa pode ser observada (Figura 16).



Com relaglo aos soros utilizados nas reagbes de “immunegold”,

estes apresentaram diferencas em seu padrdao de marcacdo somente em
relagao as formas extracelulares do P. brasiliensis. Assim sendo, o soro anti-

celula total apresentou marcacdo mais intensa na area da parede celular do
fungo e distribuicho homogénea das particulas de ouro na reacdo com
antigenos do citoplasma (Figura 17a). Por outro lado, o soro anti-filtrado de
cultura apresentou uma marcagdo mais homogénea no citoplasma do fungo
(Figura 17b), sem ter ressaltado a parede celular.
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Figura 1. Infeccdo da cepa Pb113 do P.
brasiliensis (seta) as célula HelLa revelada
pela coloracdo May-Griinwald/Giemsa,
|apresentando o fungo intracelular no
citoplasma da ceélula. Periodo de infeccao
| de 3 horas. Aumento 1000 x.

Figura 2. Observacdo do Pb113 (seta)
infectando as células Hela. Coloragéo
pelo método de PAS. Periodo de infecgcdo
de 3 horas. Aumento 1000 x.

Figura 3. Revelagdo da infeccdo da cepa
Pb113 as células HelLa pela técnica de
Imunofiuorescéncia Indireta, utilizando-se
soro anti-célula total (1:320). Aumento:
400x




Figura 4. Forma esférica da cepa Pb113,
apresentando  gemulacées  multiplas
(seta), presentes no interior de vacuolo
citoplasmatico da célula Hela. Periodo de
infeccao de 24 horas. Coloracéo por May-
Grinwald/Giemsa. Aumento 1000 x.

Figura 5. Observacao de forma fungica
da cepa Pb18 (seta) penetrando nas
células Hela. Periodo de infeccao 24
horas. Coloracao por May-
Grinwald/Giemsa. Aumento 1000 x.

Figura 6. Forma fungica da cepa Pb265,
aparentemente penetrando na célula
Hela (seta). Periodo de infeccao de 24
horas. Revelagéo por May-
Grunwald/Giemsa. Aumento 1000x.




Figura 7. Formas fungicas da cepa PbB-
339 infectando células Hela. Periodo de
infeccao de 24 horas. Coloragao por May-
Grinwald/Giemsa. Aumento 1000 x.

Figura 8. Cepa Pb6182 em prova de
infeccdo onde observa-se a presenca de
formas fungicas esféricas pequenas
(setas), proximas ao nucleo da célula
HelLa. Periodo de infeccdo de 24 horas.
Coloragao pelo PAS. Aumento 1000 x.

Figura 9. Presenca de forma
leveduriforme da cepa Pb113 do P.
brasiliensis inviabilizado pelo formol,
aderido a célula HelLa. Revelacao pelo
PAS. Aumento: 1000 x.
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Figura 10. Observacao de forma
intracelular da cepa Pb113 apresentando
apenas a parede celular. Coloracao por
May-Grinwald/Giemsa. Aumento 1000x.




D.O a 550 nm

Pb 18 Pb 113 Pb 265 CN*

CN*: Células nao infectadas

Figura 11. Determinacdo da adesdo de cepas do P. brasiliensis as células
Hela, através de ensaio imunoenzimatico.



D.O. a 550 nm

0,26

0,2

0,1

0,06

Figura 12. Inibicdo da adeséo da cepa Pb113 do P. brasiliensis as células
Hela, apds tratamento com diferentes soros. Determinagdo quantitativa por
ensaio imunoenzimatico: Legenda: a- células nio infectadas (0,01= coluna nao
apresentada); b- inibicao com “pool” de soros de pacientes; c- inibigdo pelo
soro anti-gp43, d- inibic&o pelo soro normal de coelho, e- infecgdo com o
Pb113 sem tratamento.
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Tabela 1. Numero total de células de diferentes cepas do P. brasiliensis, apés
24 horas de infecgéo as células Hela.

Pb339 0,23 x 10*
Pb113 1,75 x 10°
Pb265 4,25 x 10°

Pb18 8,12 x 10*
Pb6182 20,37 x 10*

* Média obtida ap6s contagem em camara de Neubauer. Resultados a partir de

trés experimentos realizados (n=3).

** Inéculo inicial : 1x10° leveduras por mL.



Tabela 2. Determinacdo do numero de unidades formadoras de colonia (u.f.C).

Concentragéo do sobrenadante de lisado celular
ketoconazol cultura
(Hg/mL)
0 > 13
10 5 >
15
20

* In6culo inicial: 50 u.f.c.
** dados nao obtidos
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Figuras 13: Fotomicrografias de provavel sequéncia de infeccao da cepa
Pb113 do P. brasiliensis as células Hela. Legenda: a- célula aderida
apresentando entre o fungo e o hospedeiro com formacédo semelhante a um
pedestal (seta) ; b- formas fungicas sendo fagocitadas; c- células fagocitadas
no interior de vacuolos citoplasmaticos; d- forma protoplasmatica do P.
brasiliensis (seta) fora de vacuolo citoplasmatico. (Periodos de infeccéo: a- 3
horas; b e c- 5 horas; d- 24 horas).



Figura 14. Forma fungica da cepa Pb113 do P. brasiliensis aderida a
superficie da célula HelLa, apds reacdo de “immunegold” utilizando soro anti-

célula total (1:200). Aumento 31218x.

Figuras 15. Fotomicrografias reveladas por ‘immunegold” de forma
intracelulares da cepa Pb113 do P. brasiliensis no citoplasma da célula HelLa
(setas), apos reacao com soro anti-célula total (1:200). Aumento 28380x (a) e
12528x (b).




Figura 16. Observacdo de intensa reacdo e presenca de particulas de ouro
coloidal no interior do nucleo da célula HelLa infectada, apés revelacdo pelo
“‘immunegold” utilizando-se soro anti-gp43 (1:200). Aumento 37840x.

b

Figura 17. Fotomicrografias apresentando formas extracelulares do P.
brasiliensis (cepa Pb113) reveladas pela técnica de “immunegold” utilizando-se
soro anti-célula total (a) e soro anti-filtrado de cultura (b). Aumentos 12096x e
12960x, respectivamente.
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5. DISCUSSAO

Viruléncia ou patogenicidade € um conceito atualmente definido
como a habilidade de um microrganismo em poder estabelecer no hospedeiro
um quadro infeccioso. Quando, durante este processo ocorre producéo de
sintomas neste ultimo, a infecgéo leva a um quadro de doenca.

A evolucao deste processo & sempre o resultado entre a interagéo
dos fatores de viruléncia do agente infeccioso e os mecanismos de defesa do
hospedeiro. Se as defesas deste ultimo forem adequadas, o microrganismo é
eliminado ou pode conviver em aparente harmonia com o hospedeiro, na
auséncia de sintomatologia por prolongados periodos de tempo. Caso
contrario, o processo infeccioso leva a alteragbes prejudiciais para o
hospedeiro, estabelecendo-se uma relagéo de parasitismo.

Normalmente, a patogenicidade é mediada por multiplos fatores do
microrganismo capazes de estimular diferentes respostas no hospedeiro. Com
relagdo ao agente, para que ocorra a infeccdo, este deve, iniciaimente,

encontrar um hospedeiro que seja capaz de ser colonizado pelo mesmo,

apresentando receptores especificos, penetrar a partir deste local, se difundir e
muiltiplicar no organismo infectado podendo, entdo, causar danos neste
processo.

Mecanismos de patogenicidade e fatores de viruléncia
correspondem, respectivamente, as estratégias do microrganismo e aos
produtos do mesmo, capazes de contribuir para sua. viruléncia. A
caracterizacdo dos fatores de viruléncia de agentes infecciosos tém
demonstrado uma grande pluridade de aspectos que variam, desde a
comprovacdo da capacidade de adesdo as superficies mucosas, até a
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producdo de proteinas que apresentem conexdes claras e diretas com o
processo infeccioso.

No estudo das doengas infecciosas, apenas quando se conhece 0s

mecanismos e os fatores de viruléncia dos agentes é que se torna possivel o
entendimento da doenca e de sua evolugdo. Isto somado & compreenséo do
envolvimento da resposta do hospedeiro, ou como defesa eficaz do mesmo, ou
colaborando na formacgao das lesdes inflamatérias.

Todo este esclarecimento sobre o0 processo infeccioso fornece
subsidios necessarios para uma possivel intervencio terapéutica, além de
desenvolvimento e aplicagao de medidas preventivas contra a doenga.

Considerando-se na PCM o produto da relagdo entre o P.
brasiliensis e o hospedeiro, onde um quadro de parasitismo e doenca foi
estabelecido apés a infecgao, muito ja se conhece a respeito da resposta
inflamatéria envolvendo os mecanismos de defesa inespecificos e especificos
no homem e em modelos animais utilizados no estudo desta doenc¢a (Franco,
1986; Moscardi-Bacchi et al., 1993; Cano, et al., 1996; Figueiredo, et al., 1996;
Salomao, et al., 1996).

Contudo, pouco se sabe sobre 0s mecanismos de patogenicidade
e sobre os fatores de viruléncia do P. brasiliensis. Trabalhos ja desenvolvidos,
utilizando modelos animais, apesar de muito adequados para a reprodugio de
alguns aspectos desta doenga, nao permitiram que os mecanismos basicos de
viruléncia fossem esclarecidos e que os fatores envolvidos fossem
individualmente avaliados. Sendo a PCM uma moléstia essenciaimente
humana, estes modelos animais, além de complexos, sdo representados por
outros mamiferos que diferem do hospedeiro natural em muitos aspectos, tais
como fisiologia, habitos e microflora residente. Esta muliplicidade de fatores
dificulta uma avaliagao objetiva da patogenicidade do P. brasiliensis nestes
experimentos.



Nos primeiros estudos sobre a PCM experimental, Splendore
(1910) ao relatar novos casos desta enfermidade faz referéncia sobre a
inoculagao de cobaio, gato, cdo e macaco, com material colhido de lesdes

humanas, sem ter obtido sucesso na época. O primeiro experimento bem
sucedido, comentado na literatura, € de Montenegro (1927) que conseguiu
provocar orquite nos animais inoculados. Desde entdo, a PCM experimental
vem se desenvolvendo amplamente, permitindo estudos sobre a morfologia do
fungo na forma parasitaria, resposta tecidual de diferentes 6rgaos, vias de
disseminagao e respostas celular e humoral do hospedeiro. Dentre os varios
modelos animais estudados, inicialmente ficou demonstrado que o hamster e 0
rato albino eram mais susceptiveis que o cobaio e 0 camundongo, a infecgao
experimental pelo P. brasiliensis (Guimaraes, 1964).

Utilizando inoculagdes nestes animais, trabalhos de San-Blas et al.
(1977a) avaliaram a viruléncia de diferentes cepas, tendo como parametro a
recuperagao do fungo a partir dos animais infectados. Nesta avaliagao, uma
tentativa de classificacao deste agente, em cepas mais ou menos virulentas,
foi baseada na composi¢ao bioquimica da parede do fungo. Contudo, neste

trabalho ndo foi estudada a patologia das lesGes nos animais inoculados com
as diferentes cepas.

Em trabalhos anteriores, Brito and Fava Netto (1963) ja haviam
demonstrado diferenca na evolugdo das lesdes, apoés passagens sucessivas
do agente em animais da mesma espécie, relacionando este fato com um
aumento da viruléncia da cepa inoculada. Por outro lado, uma atenuagdo da
viruléncia do fungo foi demonstrada em cepas mantidas em cultura por tempo
prolongado (Rezkallah-lwasso, 1981).

Em outro estudo, San-Blas et al. (1977b) avaliando cepas do P.
brasiliensis mantidas em cultura por longos periodos de tempo, também
observaram diminuigao da viruléncia, realizando uma analise da composi¢do



bioquimica da parede do fungo. Desta forma, os autores verificaram que cepas
virulentas possuiam, em sua parede, o polissacaride o-1,3 glucana, que na
mutante avirulenta IVICPb9 havia sido substituido por a-1,3 manana.

Inoculando-se camundongos e hamsters por via intraperitoneal,
com ambas as cepas, foi estudada a viruléncia do P. brasiliensis, utilizando-se
como critério a capacidade de disseminagdo do mesmo no hospedeiro e a
possibilidade de recuperagdo de leveduras vidveis a partir de diferentes
6rgaos infectados. Avaliando-se mensalmente os animais inoculados, durante
um periodo de até 6 meses apds a infecgdo, nao foi observada disseminagao
do agente nem se conseguiu recuperagdo de células fungicas, em
experimentos realizados com a cepa mutante, ao contrario das cepas
virulentas. Foi sugerido, entdo, que a diminuicdo da viruléncia da cepa
IVICPb9 estaria associada ao desaparecimento da o-1,3 glucana, que deveria
atuar como uma camada protetora do fungo contra enzimas digestivas dos
leucécitos e macrofagos do hospedeiro.

Comprovagao destes dados foi relatada por San-Blas (1982), onde
a parede celular do fungo foi realmente considerada um fator de viruléncia do

P. brasiliensis, por conferir-lhe resisténcia a alguns dos mecanismos de defesa
do hospedeiro. Isto porque os fagécitos humanos produzem a enzima f-
glucanase sendo, portanto, capazes de digerir apenas a f-1,3 glucana,
presente nas formas miceliais do fungo. Assim sendo, a transi¢do do fungo
para formas leveduriformes, no inicio da infecgdo, evitaria a acéo destas
enzimas sobre o agente, promovendo o parasitismo do P. brasiliensis.
Recentemente, Vicentini et al. (1994), tendo como base trabalhos
de outros autores que relacionaram a interagéo de diferentes células tumorais
com proteinas da matrix extracelular e que demonstravam que a laminina
poderia influenciar na patogénese de varios microrganismos, desenvolveram
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estudos sobre a ligagao do P. brasiliensis a esta ultima proteina. Os autores
utilizaram, nesta abordagem, como modelo de estudo as células MDCK

(células de rim de cachorro Madin-Darby) e laminina obtida de camundongo.

Neste trabalho os autores, inicialmente, marcaram a laminina com 125! e

incubaram uma solugéo desta proteina com as cepas PbB-339 e Pb18 do P.
brasiliensis. A seguir, células MDCK foram infectadas com este inéculo
verificando-se, apds 18 horas de experimento, um aumento significativo da
aderéncia do fungo recoberto com a laminina, as mesmas.

Paralelamente, os autores verificaram aumento da viruléncia da
cepa apresentando este revestimento, apds inoculagbes no testiculo de
hamster e, por provas de "immunoblotting”, comprovaram que a laminina tinha
a capacidade de se ligar a gp43. Com base nestes dados, Vicentini et al.
(1994) propuseram que esta proteina estaria envolvida na ligagdo do P.
brasiliensis a elementos da matrix extracelular, sugerindo que este
revestimento poderia explicar, inclusive, a disseminagdo do fungo no
hospedeiro a partir do foco infeccioso inicial.

No que diz respeito ao modelo experimental utilizado no presente

trabalho, representado por cultura de células de mamiferos, este tem auxiliado

de forma significativa no estudo da patogenicidade de microrganismos. Isto por
representar um sistema capaz de ser controlado, onde fatores isolados,
abordando a interacao entre a célula de cultura e o agente infeccioso, podem
ser investigados de forma mais clara e objetiva.

Contudo, apesar destas vantagens, este modelo também
apresenta suas limitagbes e requer que os resultados obtidos sejam
devidamente analisados e comprovados em modelos animais.

Nestas culturas, apenas um tipo celular esta presente, podendo-se
reproduzir o cultivo e os experimentos em condi¢cdes padronizadas. Com
relagao as celulas utilizadas em cultura, estas sdo normalmente derivadas de
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tumores apresentando intensa divisdo celular e muitas modificagdes genéticas,
devidas as mutagbes ocorridas durante o processo de imortalizagéo celular,
incluindo rearranjos e duplicagbes no genoma. Estas modificagbes nao sao

faciimente visiveis e faceis de serem reproduzidas. Com relacdo aos
receptores para adesinas, as células em cultura podem expressar, também,
preferencialmente receptores secundarios, que no hospedeiro podem ser de
menor afinidade.

Porém, uma vez tendo sido um mecanismo ou um fendémeno
observado em experimentos utilizando modelos celulares, torna-se possivel se
estabelecer uma hipétese capaz de ser averiguada em animais. Desta forma,
dados relevantes sobre adesdo e invasdo do P. brasiliensis as culturas
celulares ja foram obtidos em trabalho de Mendes-Giannini ef al. (1994), onde
a viruléncia de formas leveduriformes do P. brasiliensis, sem nenhum
tratamento prévio do fungo, foram estudadas em experimentos in vitro
utilizando células Vero. Neste trabalho, as culturas foram inoculadas com
suspensao padronizada da cepa Pb113, verificando-se o processo de infecgao
apds diferentes periodos de tempo, que variaram de 3 horas até 12 dias.
Observagoes dos preparados fixados e corados, em microscopia oOtica,
permitiram supor-se a existéncia de um processo sucessivo que envolveria
iniciaimente a adesao do fungo as células Vero, seguida de invasao e posterior
infeccdo das células de cultura adjacentes.

Sucessivamente, verificando-se a viruléncia de diferentes cepas do
P. brasiliensis ap6s infecgoes de células Hela, pode-se demonstrar pelas
observacoes em microscopia 6tica apresentados dos preparados revelados
por May-Grinwald e PAS, que todas as cepas estudadas apresentaram os
mecanismos de adesao e invasao celular. Com base nestes resultados, pode-
se supor, portanto, serem estes processos mecanismos gerais de viruléncia do
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P. brasiliensis que, provavelmente, devem ocorrer durante a infeccdo no
hospedeiro.
Verificando-se a cinética destes processos por provas de infec¢ao

realizadas em diferentes periodos de tempo, pode-se observar células da cepa
Pb113 aderidas a cultura, decorridos apenas 30 minutos da inoculagéo.
Portanto, um breve periodo de tempo ja foi suficiente para que o mecanismo
de adesao ocorresse, devendo indicar a participagdo de adesinas especificas
do fungo neste processo capazes de serem reconhecidas pelos receptores da
célula hospedeira. A observacao de formas do fungo no interior do citoplasma
das células Hela, em periodos de 3 horas de infecgdo, evidenciaram um
processo de invasao celular.

Apesar das limitagoes, as inimeras observa¢cdes em microscopia
otica realizadas nos preparados revelados pelas técnicas de colora¢ao, foram
muito sugestivas da ocorréncia dos dois mecanismos distintos, que
aparentemente se sucediam: o primeiro, relacionado a adesao e o segundo, a
invasao celular pelo P. brasiliensis. Naturalmente, a presenca de brotamentos
ligados as formas maiores e arredondadas, correspondentes aos

blastoconidios do P. brasiliensis, dificuitaram em algumas observagoes a

distincdo entre adesdo e invasado, sugerindo em muitos campos ter-se a
presenca simultanea destes dois processos em continuidade com as células
Hela.

Nos preparados revelados pela técnica de imunofluorescéncia
indireta pode-se comprovar a presenca nitida de formas do P. brasiliensis,
aderidas as células Hela, apresentando morfologia com multibrotamentos,
caracteristicos deste fungo em sua forma parasitaria. Estas formas
mencionadas foram frequentemente observadas ao redor da célula
hospedeira, comprovando-se a adesdo. Porém, com relagdo as formas
intracelulares, uma vez que nestas reacdes nao foi realizado tratamento de



permeabilizagao das células HelLa, apenas a observagao de células fungicas
com menor intensidade fluorescente, sugestivas de invasio celular puderam
ser verificadas.

Dentre as formas analisadas através de microscopia otica,
algumas apresentavam somente a parede celular aparentemente integra,
porém com visivel degeneragao citoplasmatica. Estas estruturas sdo descritas
na literatura e denominadas de células "ghost", sendo encontradas em cortes
histolégicos de lesdes da PCM experimental (Coelho et al., 1994). Morfologia
semelhante também foi observada em células do P. brasiliensis fagocitadas
por macréfagos ativados (Brummer ef al., 1989).

Abordando-se o aspecto da relagao parasita-hospedeiro, quanto ao
mecanismo de adesao, verificou-se pelos resultados obtidos que este é um
processo que deve envolver interagoes fisico-quimicas entre as estruturas do
fungo e receptores da célula Hela. Isto porque foi comprovado que, tanto o
hospedeiro como 0 agente ndao precisam estar metabolicamente ativos para
que a adesao ocorra.

Por outro lado, o processo de invasdo exige a participacao ativa

tanto do hospedeiro como do parasita, que poderiam interagir atraves de sinais

representados provavelmente por proteinas secretadas pelo P. brasiliensis,
capazes de se ligarem aos receptores da célula Hela, estimulando nesta o
mecanismo de fagocitose. Desta forma, esta célula epitelial, normalmente nao
fagocitica, se transformaria em um fagécito “nao profissional”. Relacdo
semelhante ja foi anteriormente proposta e demonstrada, tanto em trabalhos
que estudaram a invasdo de cepas da Shigella flexeri a culturas celulares
(Kadurugamuwa et al, 1991), como em estudos sobre formas parasitarias
intracelulares do Tripanossoma cruzi (Kihistrém 1977), dentre outros.
Objetivando-se uma quantificagao do processo de adesao, o teste
imunoenzimatico foi padronizado e desenvolvido para a revelacao de provas



de infeccdo, comparando-se a intensidade da reacdo com relagdo as
diferentes cepas do P. brasilensis estudadas.

Desta forma, verificou-se uma correlacao direta entre os resuitados

obtidos quanto a um aumento da ades&o in vitro, com os descritos avaliando-
se a viruléncia destas mesmas cepas, em experimentos realizados in vivo. Isto
porque pelo apresentado, a cepa Pb18 apresentou uma maior capacidade
adesiva as células Hela, que as cepas Pb113 e Pb265. Em trabalhos
anteriores desenvolvidos por Kashino et al (1985) e Zacharias et al. (1986)
apo6s inoculagbes em animais, a cepa Pb18 demonstrou ser a mais virulenta,
enquanto a cepa Pb265 foi considerada avirulenta nestes animais. Resultados
semelhantes foram também obtidos por Hanna et al. (1996) que compararam a
adesao destas mesmas cepas em modelo experimental in vitro, realizado com
cultura de células Vero. Tragando-se um paralelo entre os dados verificados in
vivo e in vitro pode-se supor que, no hospedeiro, provavelmente a maior
viruléncia da cepa Pb18 seja devida a uma maior capacidade de adesao e

consequente colonizagao no hospedeiro infectado. Ao contrario, a cepa Pb265,
por ser menos adesiva, seria menos virulenta.

Por outro lado, nas provas de inibicdo da adeséo por diferentes

soros verificou-se que o “pool” de soro de pacientes com PCM foi capaz de
inibir mais intensamente a adesao, quando comparado ao soro anti-gp43.
Porém, nao foi verificada inibicao total do processo mesmo em altas
concentragoes dos soros utilizados, sugerindo que no hospedeiro a resposta
humoral nao deve ser eficiente para que este importante mecanismo de
viruléncia seja inativado.

Comprovando-se 0 mecanismo de adesao do P. brasiliensis, em
observagcbes por Microscopio de Varredura, em trabalho semelhante
desenvolvido em cultura de células Vero (Uemura ef al., 1996), foi verificada a
presenca de inumeras formas do fungo aderidas a superficie das células.
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Também nestes preparados alteragdes na superficie da célula hospedeira
foram observadas, sugerindo uma resposta celular do hospedeiro ao
mecanismo de adesao do fungo.

No que diz respeito a determinagéo de u.f.c., esta abordagem ja
havia sido realizada em varios experimentos avaliando-se a diferenciagéo
entre bactérias extra e intracelulares, ap6s infecgdo de culturas celulares com
bactérias patogénicas apresentando mecanismos de invasdo, tendo-se
demonstrado ser uma técnica reprodutivel e eficiente (Tang et al., 1993).
Porém, pelos resultados obtidos neste trabalho esta metodologia, quando
aplicada em estudos sobre a viabilidade do P. brasiliensis, apresentou baixo
rendimento, além da necessidade de prolongado periodo de incubagdo. Em
trabalhos desenvolvidos por Goihman-Yar et al. (1980) e Restrepo et al.
(1982), estes autores consideraram ser esta metodologia ineficiente, para a
determinacao da viabilidade do P. brasiiensis, uma vez que pequeno
crescimento do fungo foi obtido. Posteriormente, Castaneda et al. (1992) e
Singer-Vermes et al. (1992) obtiveram uma eficiéncia mais elevada desta
metodologia, apds inoculagdo da cepa fingica em meio de cultura

suplementado com soro de cavalo e filtrado de cultura do P. brasilienss,

levando-se a supor que fatores ainda nao esclarecidos devam interferir neste
cultivo.

Contudo, a comprovagdo de formas viaveis do P. brasiliensis no
interior das células Hela infectadas pode ser verificado pela obtencao de u.f.c,
em experimentos utilizando tratamento das culturas infectadas por agentes
antifungicos. Porém, os resultados apenas demonstraram a presenca destas
cé ulas fungicas intracelulares viaveis, tendo sido inadequados quanto a
quantificacao das mesmas.

Apesar do processo de invasdo ter sido fortemente sugerido pelos
resultados e observagdes iniciais, provas incontestaveis deste mecanismo sé
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foram obtidas através das observagbes realizadas em Microscopia Eletrénica
de Transmissao (MET). Somente através destes preparados, aspectos e
caracteristicas minuciosas sobre a infeccdo do fungo as células Hela,

puderam ser estudados. Correlacionando-se todos os resultados obtidos,
através de microscopia 6tica e eletrénica, pode-se concluir que durante o
processo de infecgao o fungo e a célula hospedeira interagem e sofrem
alteragcOes em suas morfologias celulares.

Analisando-se em MET os processos de adesdo e invasdo do
fungo, pode-se supor que apés a adesao do P. brasiliensis as células Hela,
este & fagocitado pela célula hospedeira, que se modifica emitindo
prolongamentos citoplasmaticos. Este mecanismo apresentou-se semelhante
aos observados em “fag6citos nao profissionais” em relacdo a bactéria
Salmonella typhimurium (Kihistrém, 1977).

Pela sequéncia das figuras apresentadas neste trabalho, verificou-
se a presenga de um processo de fagocitose englobando células fungicas.
Todo este mecanismo parece exigir grandes modificagbes, tanto no
citoesqueleto da célula hospedeira, como no fungo, uma vez que algumas

formas encontradas do P. brasiliensis, intracitoplasmaticas, apresentaram-se

bastante alteradas.

Com relagao as formas extracelulares do P. brasiliensis observou-
se, neste trabalho, frequentemente a presenca de uma parede celular bem
definida. Porém, nas formas intracelulares deste agente, fagocitadas, a
auséncia da parede celular pareceu ser a ocorréncia predominante.

Quanto a presenca do fungo intracelular na forma de protoplasto,
esta ja havia sido relatada, anteriormente, em trabalho de Brito et al. (1972),
estudando infeccdo do P. brasiliensis as membranas corio-alantéides de
embrido de galinha. Neste estudo, os autores sugeriram que o P. brasiliensis
deveria, inicialmente, apresentar-se na forma protoplasmatica para penetrar



nas celulas do hospedeiro e que a seguir, a parede celular do fungo deveria
ser regenerada, adquirindo, entao, sua morfologia caracteristica.
No que diz respeito as observacbes em MET dos preparados

revelados por ensaio imunocitoquimico, os resultados apresentados foram
essenciais para a comprovagdo do parasitismo intracelular do P. brasiliensis.
Isto, devido a frequente observagéo de formas ndo caracteristicas do fungo no
interior das células hospedeiras, o que poderia gerar davidas .

Porém, pela positividade das reag¢des, estas formas puderam ser
conclusivamente reveladas e identificadas como o P. brasiliensis. A
especificidade desta reagdo permitiu que estas formas fossem evidenciadas
comprovando serem, realmente, correspondentes ao P. Dbrasiliensis
intracelular, sendo possivel que possam as mesmas passarem
desapercebidas em exames microscépicos, pesquisando-se a presenca deste
agente em cortes histologicos.

A marcagao com ouro coloidal, obtida apés reagcbes com 0s soros
anti-célula total e anti-filtrado de cultura permitiu evidenciar-se formas
alteradas do fungo também no interior de vacuolos citoplasmaticos. Tragando-

se uma analogia com as observagbes clinicas descritas na literatura, a

possibilidade da existéncia de formas intracelulares vidveis do P. brasiliensis
em pacientes com PCM, é sugerida fortemente pelos resultados apresentados
neste trabalho fato que, inclusive, poderia esclarecer as causas das frequentes
recidivas descritas na doenga.

Com relacao a gp43 a provavel presenca desta proteinase, no
nucleo da célula hospedeira invadida, € sugerida pelas observagbes que
demonstraram reacao citoquimica positiva com antigenos do P. brasiliensis
nesta regido, quando utilizou-se soro especifico anti-filtrado de cultura como
anticorpo primario da reacao.



Tendo-se como base os resultados apresentados neste trabalho,
pode-se supor a seguinte sequéncia de mecanismos de patogenicidade para o
P. brasiliensis: 1- Formas leveduriformes do fungo aderem-se as células de

cultura e provavelmente as do hospedeiro, através de adesinas capazes de
interagir com receptores dos mesmos; 2- A seguir, produtos metabdlicos do
fungo devem estimular o rearranjo do citoesqueleto da célula hospedeira, que
passa a se comportar como um “fagécito nao profissional”, 3- Durante o
processo de fagocitose, algumas formas do fungo deixam de expressar sua
parede celular e penetram no citoplasma da célula do hospedeiro no interior de
vacuolos. 4- Entretanto, algumas células fungicas permanecem expressando a
parede celular; 5- Nem todas as células fungicas sobrevivem ao processo de
fagocitose, provavelmente pela agdao de enzimas do vacuolo
intracitoplasmatico; 6- Porém, algumas formas conseguem resistir, liberam-se
do vacuolo e se estabelecem no interior do citoplasma da célula hospedeira,
apresentando-se sob a forma de protoplasto.

Pelo apresentado, esperamos ter contribuido para o
esclarecimento dos possiveis mecanismos basicos de patogenicidade do P.

brasiliensis aguardando que, em experimentos a serem realizados in vivo,

possam as hipbteses propostas neste trabalho serem adequadamente
testadas e avaliadas.



CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos, podemos concluir que:

1. A cultura de células HelLa representa um modelo adequado para o estudo
da patogenicidade do P. brasiliensis.

2. Todas as cepas do P. brasiliensis estudadas apresentaram no processo de
infeccao em cultura de células HeLa os mecanismos de ades&o e invasao.

3. O processo de infecgao do fungo as células Hela, por ter sido observado
em um periodo minimo de até 30 minutos apés infeccdo, demonstra grande
afinidade existente entre adesinas do agente e receptores celulares.

4. As cepas do P. brasiliensis apresentaram diferentes graus de infectividade,
obtendo-se maior indice de adesao para a cepa Pb18, seguida pela cepa

Pb113 e Pb265. Esta maior ou menor capacidade adesiva deve estar
relacionada ao grau de patogenicidade observado para estas mesmas
cepas, em experimentos in vivo utilizando animais, uma vez que maior
adesao deve propiciar colonizagao mais intensa no hospedeiro.

5. O pool de soros de pacientes de PCM foi mais eficiente na inibicdo da
adesao dos fungos as células HeLa do que o soro anti-gp43. Entretanto,
nas condicbes dos experimentos realizados, nao se obteve inibicao total
deste processo, sugerindo que no hospedeiro a resposta humoral nao deve
ser um mecanismo eficiente de protecao.



6. O processo de adesao do fungo as células HelLa ocorre independentemente
de estarem, agente e hospedeiro, metabolicamente ativos. Estes resultados
sugerem a presenca de adesinas e caracteristicas celulares do fungo,

capazes de promover ades&o e colonizagéo eficiente no hospedeiro.

7. A comprovagdo do mecanismo de invaséo do P. brasiliensis as células de
cultura HeLa demonstra que, na relagdo do agente com o hospedeiro, este é

capaz de estimular um processo de fagocitose em “fagécitos n&o
profissionais”.

8. Pode-se comprovar a presenca de células intracelulares viaveis do P.
brasiliensis em experimentos realizados para a determinagao de unidades
formadoras de colonias. Desta forma, concluiu-se que este agente, ao
invadir a célula hospedeira, & capaz de se manter metabolicamente ativo.
Este fato pode, inclusive, embasar as causas das frequentes recidivas
observadas em pacientes com PCM.

9. Ao penetrar na célula hospedeira,0 P. brasiliensis € envolvido em um

vacuolo, mas por motivos ndo esclarecidos neste trabalho, algumas destas

formas parecem “escapar” do mesmo, enquanto outras permanecem e sdo
degeneradas.

10. Dentre as formas intravacuolares do P. brasiliensis verificou-se células
aparentemente degeneradas do fungo, apresentando parede celular.

11. Ao penetrar na célula hospedeira, as formas intracelulares do P.
brasiliensis permanecem apenas no citoplasma, sendo que na grande
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maioria das observagdes verificou-se proximidade destas formas ao
nucleo das células invadidas.

Em nenhuma das observacOes realizadas verificou-se a presenca de
formas fungicas no interior do nulcleo das células Hela. Contudo,
marcagao significativa desta regido foi verificada pela técnica de
“immunegold” revelada com soro anti-gp43. Estes dados s&o sugestivos
da presenca desta proteinase na regido nuclear. Estes resultados sugerem
que a gp43 pode ter participagdo no processo de invasdo intracelular
deste agente, atuando como um fator de viruléncia do P. brasiliensis, por
mecanismos que carecem de ser esclarecidos.



RESUMO

O Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis), fungo dimoérfico, é
o agente etiol6gico de micose sistémica, a paracoccidioidomicose (PCM). Esta

doenga, invasiva no homem, é endémica na América Latina, principalmente no
Brasil, Venezuela e Colombia. Os mecanismos de patogenicidade deste fungo
ainda nao estao bem esclarecidos, porém, existem indicios de que a
constituicdo da parede celular e a produgdo de antigenos solliveis, como a
glicoproteina de 43 kDa (gp43), sejam fatores de viruléncia responsaveis pelo
seu estabelecimento no hospedeiro. Neste sentido, foram realizados estudos in
vitro para avaliar possiveis mecanismos e fatores de viruléncia envolvendo
ades”ao e invasao celular. No presente trabalho, foi analisado o processo de
infeccdo de cinco diferentes cepas do P. brasiliensis em células Hela
(adenocarcinoma cervical humano) e revelados por diferentes técnicas de
coloragdo (May-Grinwald/Giemsa, PAS e Imunofiuorescéncia Indireta).
Através de observagdes em microscopia optica destas preparacdes, verificou-
se que todas as cepas aderiram e invadiram as células em cultura. Em provas
imunoenzimaticas, observou-se diferengas quanto a concentragao de células
fungicas aderidas as células HeLa. Desta forma, a cepa Pb18 apresentou
maior indice de adesao, seguida pelas cepas Pb113 e Pb265. Estes dados
apresentam concordancia aos diferentes graus de patogenicidade, ja descritos
na literatura, para estas cepas em experimentos in vivo. Ainda por esta
metodologia, foi analisada a inibicAo da adesdao do fungo através de
tratamento prévio com diferentes soros imunes (anti-gp43 e “pool” de soros de
pacientes com PCM). Dentre estes soros, o tratamento com o “pool” de soros

de pacientes apresentou maior indice de inibicao da adesao do P. brasiliensis

em células Hela. Ainda pela técnica de contagem de unidades formadoras de
colonias (ufc) foi constatada a viabilidade das células fungicas intracelulares.
Estudos complementares foram realizados através de observagbes em
Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET), onde foram observadas
avaliagdo do processo de infeccao. Nesta abordagem, foi verificada uma
provavel sequéncia de infeccdo do P. brasiliensis as células Hela. Devido a
presenca de formas intracelulares nao usuais deste agente, apresentando-se
como protoplastos, a utilizagdo da técnica de “immunegold” foi conclusiva na
comprovacao do processo de adesao e invasdo celular deste importante
patégeno do nosso meio.
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