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Resumo - Autofagia € um mecanismo celular altamente conservado que ocorre somente em organismos
eucariéticos. Este processo proporciona a degradacdo, em grande escala, pelas células de macromoléculas
e organelas. Atualmente, estudos cientificos vém demonstrando a importancia da autofagia em diversos
processos bioldgicos, entre os quais podemos citar: adaptacéo, diferenciacdo e desenvolvimento celular. O
envolvimento mais conhecido e bem descrito do processo de autofagia é no que se refere ao controle da
homeostase visando a adaptagdo das células a nutrientes especificos e /ou na sobrevivéncia do organismo
em condi¢cdes de estresse. O Paracoccidioides brasiliensis € um fungo termodimorfico responsavel por
causar no homem a paracoccidioidomicose. Porém, esta doenca s@ se estabelece quando o fungo
consegue se diferenciar de sua forma miceliana (infectante) para a leveduriforme (parasitaria). Esta
diferenciacdo envolve diferentes tipos de estresse, entre eles, térmico e nutricional. Sendo assim, este
trabalho objetivou avaliar a ocorréncia do processo de autofagia em células miceliais e leveduriformes de P.

brasiliensis, crescidas sob diferentes tipos de estresse nutricional.
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Introducéo

A homeostase celular é controlada pelo
balanceamento entre a sintese e a degradagéo
protéica. Para se manter este balanco sé&o
necessarios varios mecanismos regulatérios que
permitem as células perceberem as condi¢des do
ambiente e emitirem sinais especificos que
culminam em respostas relacionadas a
crescimento e desenvolvimento (Reggiori &
Klionsky, 2002). No caso da degradagdo, estas
respostas normalmente estdo envolvidas com
adaptacdo dessas células a nutrientes especificos
ou sobrevivéncia do organismo em condi¢Bes de
estresse (Rohde & Cardenas , 2004; Onodera &
Ohsumi, 2005). Uma das maneiras que as células
possuem de degradarem macromoléculas e
organelas, em grande escala, é através do
mecanismo de autofagia (Kim & Klionsky, 2000;
Wang & Klionsky, 2003; Lum et al., 2005).

Autofagia € um processo que ocorre em todos
0S organismos eucaridticos onde citosol e
organelas sdo sequestrados por uma organela de
membrana dupla, o autofagossomo, e entregues
aos lisossomos/vacuolos para serem degradados
(autofagolisossomos ou vacuolos autofagicos).
Deste modo ocorre a reciclagem das moléculas

envolvidas para posterior utilizagdo em novos
processos celulares (Klionsky, 2005).

O fungo termodimérfico Paracoccidioides
brasiliensis é o responsavel por causar no homem
uma micose sistémica granulomatosa, a
paracoccidioidomicose (PCM) (Lutz, 1908; Lacaz,
1994). Esta micose é adquirida pelo hospedeiro
através do sistema respiratério. Em é&reas
endémicas para a PCM (Brummer et al., 1993), o
homem pode inalar células miceliais de P.
brasiliensis que ao atingirem os pulmdes podem
se diferenciar de micélio (forma infectante) para
levedura (forma parasitaria) (McEwen et al., 1987).
A alteracdo na temperatura € um dos fatores
envolvidos nesta diferenciagdo que é essencial
para o estabelecimento da doenca (San Blas et
al., 2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a
ocorréncia da autofagia em células miceliais e
leveduriformes de P. brasiliensis, visto que as
células miceliais do fungo, ao infectarem o
hospedeiro humano, sdo submetidas a alteragéo
de temperatura e também, ao encontrarem o0s
alvéolos pulmonares, estdo sujeitas a um estresse
nutricional. Para tanto, células de P. brasiliensis
em suas duas formas, micélio e levedura, foram
crescidas em diferentes condicbes de estresse
nutricional, na auséncia do estresse térmico.
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Metodologia

Para os experimentos de autofagia células
miceliais e leveduriformes isolado 18 de P.
brasiliensis (Pb18) foram submetidas a diferentes
condig¢8es nutricionais, através do crescimento das
mesmas em meios de cultivo na presenca e na
auséncia de determinados componentes, como,
aminoédcidos, fonte de carbono e fonte de
nitrogénio. Para tanto, estas células foram
cultivadas, por 5 dias, em 50 mL de meio YPD
liquido a 25°C (miceliais) ou a 36°C
(leveduriformes). Células fungicas, presentes em
20 mL destas culturas, foram coletadas por
centrifugacéo e lavadas por 3 vezes em PBS (137
mM NaCl, 2 mM KH,PQO,, 10 mM Na,HPO,4, 3 mM
KCl pH 7,2). Por ultimo as células foram lavadas e
ressuspendidas em 4 mL de meio sintético
definido, sem fontes de aminoacidos, carbono e
nitrogénio (SD -ACN). 500 pL destas células foram
inoculados em 15 mL de diferentes meios, sendo
eles: meio sintético definido, SD (5 mM de KCI, 8,5
mM de NaCl, 1 mM de Tris pH 6,8), 10 mM de 1
mM de MgSO, 1 mM de K;HPO,. KH,PO,. 1 mM
de CaCl,, 0,3% de (glicose, 0,4% de
casaminoéacidos e 7,5 mM de NH;Oac, pH 5,6);
meio sintético definido sem aminoacidos, SD -A
(SD, sem casaminoacidos); meio sintético definido
sem fonte de carbono, SD -C (SD, sem glicose); e
meio sintético definido sem fonte de nitrogénio, SD
-N (SD, sem NH4OAc). A avaliagdo da autofagia
nestas células, em diferentes condicbes de
estresse nutricional, era realizada diariamente. 3
mL de cada cultura eram coletados, as células
eram centrifugadas, lavadas 3 vezes em PBS e
ressuspendidas em 2 mL da mesma solugéo.
Cerca de 100 UL destas células eram reservados
como células controle (ndo coradas por mono-
dansylcadaverina, MDC), e o restante era
incubado com 50 OM de MDC por 15 minutos a
36°C, sob agitacdo. Ao final da incubagdo, as
células eram novamente lavadas por 3 a 4 vezes
com PBS. Parte destas células eram
imediatamente visualizada, em microscopio de
fluorescéncia, e fotografadas com a utilizacdo de
uma cémera Olympus C-5060 acoplada ao
microscépio Leica DMBL, com o filtro A (340 — 380
nm).

Resultados

Resultados preliminares obtidos por este grupo
mostraram que células miceliais (25°C) e
leveduriformes (36°C) de P. brasiliensis, crescidas
em meio de cultura rico, exibem autofagia em nivel
basal e que este processo torna-se ativo durante o
dimorfismo deste fungo, quando células miceliais
sdo submetidas a alteracdo de temperatura (25 °C
para 36 °C).
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Para avaliarmos se o processo de autofagia em
P. brasiliensis torna-se ativo em condicdes de
estresse nutricional e na auséncia de estresse
térmico, células miceliais e leveduriformes foram
crescidas sob privacdo de determinados nutrientes
como, aminoacidos, carbono ou nitrogénio.

A Figura 1 mostra células miceliais de
P.brasiliensis, crescidas em diferentes meios de
cultura, e coradas (A/B, C/D, E/F, G/H) ou néo (1/J)
por um corante especifico para vacuolos
autofagicos, monodansil cadaverina (MDC)
(Munafé & Colombo, 2001).
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Figura 1 — Imagem de células miceliais de

P.brasiliensis vista em microscépio Leica DMLB
(250 vezes de aumento) e fotografadas com
camera Olympus C-5060 (2,5 vezes de aumento).
Em B, D, F, H e J fotomicrografia de contraste de
fase. Em A, C, E, G e | fotomicrografia de
fluorescéncia (filtro 340-380 nm). As células de
P.brasiliensis foram crescidas, a 25°C, em
diferentes meios de cultura: SD -A,em A e B; SD -
C,emCeD; SD-N,emEeF; SD,em G e H,
foram coradas com monodansil cadaverina (MDC).
Em | e J as células foram crescidas em meio SD e
ndo foram coradas com MDC. As setas indicam
regides coradas por MDC, contendo vacuolos
autofagicos.
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Figura 2 - Gréfico indicando a quantidade de
MDC incorporada pelas células miceliais crescidas
em diferentes meios, utilizando como parametro
células controles sem MDC.

A Figura 3 mostra células leveduriformes de P.
brasiliensis, crescidas em diferentes meios de
cultura, e coradas (A/B, C/D, E/F, G/H) ou nédo (1/J)
por MDC.

Figura 3 — Imagem de células leveduriformes de
P.brasiliensis vista em microscépio Leica DMLB
(2,5 vezes de aumento) e fotografadas com
camera Olympus C-5060 (2,5 vezes de aumento).
Em B, D, F, H e J fotomicrografia de contraste de
fase. Em A, C, E, G e | fotomicrografia de
fluorescéncia (filtro 340-380 nm). As células de
P.brasiliensis foram crescidas, a 37°C, em
diferentes meios de cultura: SD -A, em A e B; SD -
C,emCeD; SD-N,emEeF; SD,em G e H,
foram coradas com monodansil cadaverina (MDC).
Em | e J as células foram crescidas em meio SD e
ndo foram coradas com MDC. As setas indicam
regibes coradas por MDC, contendo vacuolos
autofagicos.
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Figura 4 - Gréafico indicando a quantidade de MDC
incorporada  pelas  células leveduriformes
crescidas em diferentes meios, utilizando como
parametro células controles sem MDC.

Discusséao

O P. brasiliensis é o agente etiolégico de uma
micose sistémica, paracoccidioidomicose (PCM),
gue, antigamente, acometia apenas trabalhadores
de é&reas rurais que apresentavam consumo
excessivo de alcool, nicotina e em sua maioria
eram desnutridos (Wanke & Londero, 1994).
Atualmente, com o aumento do nimero de casos
de diversas patologias que debilitam o sistema
imunoldgico, por exemplo, a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), esta micose
vem se comportando como uma doenga
oportunista nestes individuos (Paniago et al.,
2005). Deste modo, o estudo e o conhecimento
detalhado dos processos biologicos do fungo,
entre eles os que estdo envolvidos em sua
diferenciacdo de micélio para levedura, essencial
para o estabelecimento e disseminacdo da
doenca, € cada vez mais Iimportante e
imprescindivel para o combate desta doenca.
Resultados preliminares deste grupo de pesquisa
mostram que células miceliais deste fungo exibem
vacuolos autofagicos, quando submetidas a
alteracdo de temperatura (25°C para 36°C). A
autofagia € um mecanismo altamente conservado
em organismos eucaridticos que estad envolvida
em importantes processos biolégicos como:
adaptacdo, diferenciagdo e desenvolvimento
(Levine & Yuan, 2005). Para que a PCM se
estabeleca no homem um dos requisitos
necessarios para o fungo é que ele seja capaz de
se diferenciar de micélio para levedura. Além do
estresse térmico este microorganismo também
passa por um estresse nutricional quando inalado
pelo homem. Nosso interesse neste trabalho foi
avaliar a ocorréncia de autofagia em células P.
brasiliensis, miceliais e leveduriformes, frente a
diferentes estresses nutricionais. Como mostrado
na Figura 1, células miceliais exibem maior
guantidade de vacuolos autofagicos quando
crescidas em meio SD sem aminoacido (Figura
1A), e em meio SD contendo todos os
componentes (Figura 1G), quando comparadas
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aquelas crescidas em meio SD sem carbono
(Figura 1C) e sem nitrogénio (Figura 1E). As
células crescidas em meio SD sem aminoacidos
sdo0 as que aparentemente produzem mais
vacuolos autofagicos, indicando que este processo
seja requerido mais prontamente nesta situacao
de estresse nutricional. Na Figura 2, o grafico
mostra a diferenca existente entre células
crescidas nos diferentes meios durante trés dias.
Quando células leveduriformes sao submetidas a
crescimentos nestes meios pode-se observar que
aquelas crescidas na auséncia de carbono e
nitrogénio exibem maior quantidade de vacuolos
autofagicos (Figura 3C e 3E) quando comparadas
com as crescidas em meio SD (Figura 3G) e em
meio SD sem aminoacido (Figura 3A). Na Figura
4, o grafico mostra a diferenca existente entre
células crescidas nos diferentes meios durante
trés dias.

Concluséo

Os resultados sugerem que o processo de
autofagia ocorre em P. brasiliensis na forma de
micélio e de levedura na presenca de estresse
nutricional e auséncia de estresse térmico. Na
forma miceliana a autofagia € aumentada quando
hé a restricdo de aminoacidos e diminuida quando
h& a restricdo de nitrogénio, enquanto que em sua
forma leveduriforme a autofagia é aumentada
guando h& a restricdo de nitrogénio e diminuida
guando hé a restricdo de amino&cidos. Portanto,
este mecanismo pode estar envolvido na
adaptacédo e/ou sobrevivéncia deste
microorganismo em  condi¢gbes  nutricionais
adversas, além de ser requerido em condi¢des de
estresse térmico.
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