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Resumo- O Paracoccidioides brasiliensis é um fungo termo-dimorfico, causador da paracoccidioidomicose,
micose endémica sistémica prevalente na América Latina. A transicao dimérfica do micélio para levedura
ocorre pelo aumento da temperatura de 25C para 37°C e é um importante fator de viruléncia. No P.
brasiliensis sabe-se que a calcineurina é essencial para o dimorfismo de micélio para levedura. A
calcineurina pode ser inibida pelo imunossupressor ciclosporina A, que alem de inibir o crescimento,
estimula o acimulo de vesiculas intracelulares. Neste trabalho utilizando técnicas de coloragdo, andlises de
espectroscopia vibracional de FTIR e espectroscopia de massa, essas vesiculas foram identificadas como
vesiculas lipidicas. A andlise de FTIR mostrou que existem diferencas na qualidade dos lipidios entre o
grupo controle e os grupos tratados com inibidor de calcineurina. Na espectroscopia de massa foi
constatado que no grupo controle ha mais fosfolipidio que triglicérides e que no grupo tratado com
ciclosporina A ha mais triglicérides que fosfolipidios. Dados preliminares mostram que as vesiculas tém
propriedades estimuladoras da proliferagdo quando adicionadas em culturas de leveduras do P. brasiliensis.

Palavras-chave: P. brasiliensis, calcineurina, vesiculas, lipidios.

Area do Conhecimento: Farmaécia.
Introducao

Em 1908, a paracoccidioidomicose (PCM) foi
descrita pela primeira vez por Adolfo Lutz como
micose endémica sistémica, cujo agente etiolégico
€ o Paracoccidioides brasiliensis). O P. brasiliensis
€ um fungo termo-dimérfico, isto €, pode se
desenvolver como leveduras ou sob a forma de
micélio dependendo da temperatura que se
encontre (GOMES et al., 2000). A PCM apresenta
grande incidéncia na América Latina e distribuicdo
heterogénea, havendo area de baixa e alta
endemicidade. A maioria dos casos registrados
sdo no Brasil, Venezuela, Colémbia e Argentina.
(ALBORNOZ,1971; SAN-BLAS; NINO-VEGA,
2001).

A porta de entrada do P. brasiliensis é a via
inalatéria e a infeccdo ocorre quando o fungo se
encontra na forma filamentosa, que é a forma
encontrada no ambiente. Quando em contado com
a temperatura corpérea, o0s propagulos ou
fragmentos de micélio inalados pelo hospedeiro se
transformam em levedura (forma infectante).
Individuos do sexo masculino sdo o0s mais
acometidos, principalmente aqueles com idade
entre 30 e 50 anos e ja se sabe que a menor
incidéncia em mulher esta relacionada com fatores
hormonais (ARISTIZABAL et al., 1998).

A PCM representa um importante problema de
Saude Pdblica devido a quantidade de mortes
prematuras que provoca e ao seu alto poder
incapacitante, principalmente entre trabalhadores
rurais. Entre as muitas vertentes dos estudos
epidemiolégicos sobre a paracoccidioidomicose,
uma das linhas de pesquisa busca identificar
fatores que levam o individuo infectado a
manifestar a doenca (MARQUES, 2003).

A transicdo dimorfica do micélio para levedura
ocorre pelo aumento da temperatura de 25 para
37T e é um importante fator de viruléncia (SAN-
BRAS et al.,, 2002). Sabe-se que o sistema
Ca*?/calmodulina/calcineurina é essencial para
viruléncia de alguns fungos patogénicos
(STEINBACH et al., 2007). No P. brasiliensis foi
mostrado que a calcineurina é essencial para o
dimorfismo de micélio para levedura deste fungo
(CAMPOS et al., 2008). A hipotese é que esta
enzima seja importante para garantir a
manifestagdo das modificacdes necessérias para
a adaptacéo do fungo ao aumento da temperatura.

A calcineurina pode ser eficientemente inibida
pelo imunossupressor ciclosporina A (CsA). O
Nosso grupo observou que, ao submeter o P.
brasiliensis ao tratamento com a CsA, ocorreu
bloqueio da proliferacéo das leveduras. Observou-
se também que a CsA estimula o acumulo de
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vesiculas intracelulares de composicao até entdo
ndo definida (CAMPOS et al., 2008). Inicialmente
essas vesiculas intracelulares poderiam ter
conteudos e funcdes diversificadas. Por exemplo,
poderiam ser vesiculas secretorias (que podem
conter enzimas para degradagcdo de nutrientes),
sinalizadores paracrinos ou autécrinos, vesiculas
lipidicas (podem conter lipidios de armazenamento
ou de sinalizacdo) e vesiculas acidas, como
endossomos precoces, endossomos tardios ou
lisossomos. O objetivo deste trabalho foi
determinar a composicdo das vesiculas que se
acumulam em leveduras de P. brasiliensis e
compara-las as vesiculas encontradas em
leveduras ndo tratadas. Além disso, buscamos
determinar a acdo das vesiculas sobre a
proliferacéo de leveduras in vitro.

Metodologia

A cepa 18 de P. brasiliensis (Pb18) utilizada
nesse projeto foi fornecida pelo professor Zoilo P.
Camargo (UNIFESP, Sao Paulo). Estoques desta
cepa sob a forma de levedura foram mantidos em
meio solido de YPD (1% de extrato de levedura,
2% de peptona, 2% de dextrose e 2% de agar) a
4°C. Para a realizacdo dos experimentos, uma
alcada do estoque de Pb18 foi inoculada em 10
mL de YPD liquido e cultivada a 37°C sob agitacdo
orbital por aproximadamente 5 dias para produzir
0s pré-inoculos. Em seguida, aproximadamente 1
mL deste pré-indculo foi acrescentado em um
frasco contendo 20 mL de YPD fresco. ApGs mais
2-3 dias a 37°C, entre 5-10 mL dessa cultura
foram expandidos para 80 mL que foram divididos
em 4 grupos experimentais de 20 mL cada: 1
controle e 3 concentracfes crescentes de CsA
(0,5 pg/ml, 2 pg/ml e 5 pg/ml). Dependendo do
experimento, os grupos foram incubados entre 2 e
7 dias a 37°C.

Para a realizacdo do experimento de coloracao
das vesiculas lipidicas com Oil Red O, foi
preparada a solugcéo estoque do corante utilizando
0,03 g do Oil Red O dissolvido em 6 ml de
isopropanol, que foi reservado. Em seqiiéncia,
1 ml da cada cultura foi transferida para
microtubos e em seguida centrifugados a 6.000
rom por 5 min e lavados 3x com agua destilada
gelada. Apdés a Ultima lavagem foi retirado o
excesso de agua e os fungos foram fixados em
paraformaldeido 4% a 4°C por 24h. Em seguida,
as amostras foram lavadas novamente 3x com
agua e retirado o excesso. Antes de iniciar a
coloragdo, o corante Oil Red O foi diluido na
propor¢cdo 6:4 em agua destilada (600 pL de
solucdo estoque + 400 uL de agua destilada),
mantido em temperatura ambiente por 1h para
somente entdo ser adicionado aos fungos. A
mistura corante-fungos foi deixada em repouso por
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mais 24h, novamente lavadas 3x com &gua
destilada e montadas em laminas para a
microscopia 6tica.

Para a realizagdo das analises de
espectroscopia vibracional, 1 ml de cada cultura,
tanto o controle quanto os tratados, foi transferido
para microtubos e em seguida centrifugados e
lavados 3x com agua destilada gelada. Apds a
ultima lavagem foi retirado o excesso de agua e
acrescentado 1 ml de isopropanol 60% que foi
mantido a 4C por 24h. Posteriormente, as quatro
amostras foram lavadas novamente 3x com agua
destilada, e em seguida foram transferidos 20 uL
de cada amostra para uma matriz (chamadas de
“janelas”) de fluoreto de calcio, que foram levadas
para liofilizar por 0 45 min. Apos a liofilizacdo as
janelas foram levadas para a analise no FTIR e
com o0s dados obtidos foi realizado um
dendograma apartir da analise de Cluster para
obter os resultados.

Para a analise de espectroscopia de massa,
leveduras de P. brasiliensis foram cultivadas
24 horas na auséncia e presenca de 2 pug/mL de
ciclosporina A, lavadas 3x com agua geladas e
congeladas a -80°C. Os fungos foram mantidos
congelados até o0 momento da extracdo de lipidios
totais. Para tal, foram adicionados aos fungos uma
mistura de cloroférmio:metanol:agua (1:2:0,8),
sendo que nestas concentracdes 0s solventes
coexistem em uma solucdo homogénea. Logo em
seguida os tubos foram colocados no agitador
rotatério a 4C por 30 minutos. Em seguida, foi
adicionado mais um volume de cloroférmio e um
volume de agua a mistura e deixado agitar por
mais 2 min. A mistura foi centrifugada a 1000 rpm
por 2 min a 4°C para a separacio das fases. A
fase cloroférmio contendo os lipidios foi transferida
pra outro tubo e seca sob argbnio. Os lipidios
foram mantidos secos até o momento da andlise
de massa, quando foram dissolvidos em
cloroférmio. Aproximadamente 20 pL da solugao
de lipidios foi colocado sobre papel de filtro e
analisados por Easy Ambient Sonic-Spray
lonization Mass Spectrometry (EASI-MS) de
acordo com Simas et al. (2010).

Para testar a acdo das vesiculas lipidicas sobre
a proliferacdo de leveduras de P. brasiliensis in
vitro, foi obtido as vesiculas purificadas. Para o
isolamento das vesiculas 20 mL do pré inoculo foi
transferido para um frasco contendo 400 mL de
YPD liquido e posteriormente dividido em dois
grupos experimentais contendo aproximadamente
210 mL cada, que foram deixados a 37T sob
agitacdo por 48h. Apos as 48h um dos grupos foi
tratado com ciclosporina A na concentracdo de
2ug/ml e deixado na mesma condicdo por mais
24h. Em sequéncia as culturas foram separadas
em tubos de 50 mL para realizar a centrifugacéo.
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As amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 5
minutos a 4C e retirado o meio de cultura, em
sequéncia os pellets foram agrupados em apenas
2 frasco e lavados 2 vezes com o tampéo 1 (20
mmol/L Tris, 1 mmol/L EDTA, 1 mmol/L EGDA,
100 mmol/L KCI pH 7.4 e na hora de utilizar o
tampéo 1 foi adicionado 1 pg/mL de pepstatina,
0,1 mmol/L PMSF e 2 uG/mL de aprotinina). Apés
a segunda lavagem foi adicionada mais 3 mL do
tampao 1 para resuspender as células. Em
seguida aproximadamente 650 pL de pérolas de
vidro foi colocado no tubo e completado o volume
para 1,5 mL com o homogenato de fungo e levado
ao microagitador por duas vezes (tempo 2) para
cada amostra, sempre alterando as amostras para
ndo esquentar muito. Apés esse procedimento as
amostras foram transferidas para tubos de 15 mL
e adicionado na amostra 0 mesmo volume de
tampdo 2 (20 mmol/L Tris, 1 mmol/L EDTA, 1
mmol/L EGDA, 100 mmol/L KCI pH 7.4, 0,7 pg/mL
de pepstatina, 0,1 mmol/L PMSF, 1,08 mol/mL de
sacarose e 2 uG/mL de aprotinina) e centrifugados
novamente a 1800 rpm, a 4T por 5 minutos para
remover os nucleos. O sobrenadante foi separado
e transferido para os tubos da ultracentrifuga onde
sobre a amostra foram adicionados os demais
tampdes na ordem: tampéo 3 (20 mmol/L Tris, 1
mmol/L EDTA, 1 mmol/L EGDA, 100 mmol/L KCI
pH 7.4, 0,7 pg/mL de pepstatina, 0,1 mmol/L
PMSF, 0,27 mol/mL de sacarose e 2 uG/mL de
aprotinina) e tampéo 4 (20 mmol/L Tris, 1 mmol/L
EDTA, 1 mmol/L EGDA, 100 mmol/L KCI pH 7.4,
0,7 ug/mL de pepstatina, 0,1 mmol/L PMSF, 0,135
mol/mL de sacarose e 2 uG/mL de aprotinina). Os
tubos foram levados para centrifugar a 35000 rpm
por 1h a 4T. Apoés a centrifugacédo observamos 1
banda superficial correspondente as vesiculas
lipidicas que foram coletadas e reservadas a 4<T.
Para testar a agdo das vesiculas foi preparado 100
mL de cultura apartir do pré-inéculo que foram
divididos em 5 grupos experimentais de 20 mL
cada: 1 foi deixado como controle e em dois
separadamente foi adicionado o equivalente a 4 e
40 pg de proteinas vesiculares purificadas do
controle e nos outros dois restantes o equivalente
a 4 e 40 ug de proteinas vesiculares purificadas do
fungo tratado. A taxa de proliferacédo foi estimada
pela medida da densidade 6tica da cultura em 600
nm em leitor de placas ao longo de 6 dias de
cultura.

Resultados

Na Figura 1 sdo mostradas leveduras de P.
brasiliensis em meio de cultura na auséncia (A) e
presenca de 2 upg/mL de ciclosporina A (B).
Pode-se notar na figura A que os fungos séo
ovais, apresentam brotos alongados e poucas
vesiculas. Na figura B condicdo em que a levedura
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recebeu tratamento com CsA, observou-se
mudanca na morfologia das leveduras, que se
apresentaram mais arredondadas, com brotos
menores e acumulo de vesiculas intracelular de
facil visualizacao.

Figura 1- Fotomicrografia de leveduras de P.
brasiliensis em aumento 1.000x. A- Leveduras
controle cultivadas por 48 h a 37<C em meio YPD
liquido. B- leveduras tratadas com 2 pg/mL de CsA
como descrito em A. Vesiculas intracelulares
apontadas pela seta.

Na Figura 2 sdo mostradas vesiculas lipidicas
de leveduras de P. brasiliensis ndo tratadas (CTR)
e tratadas com o inibidor de calcineurina (CsA),
apos coloragdo com oil O. Observa-se que o
grupo controle apresenta vesiculas em menor
guantidade e com didmetro menor quando
comparadas com as vesiculas dos grupos
tratados. Também nota-se uma diferenca na
intensidade da coloracdo entre os dois grupos
experimentais.

CTR CsA

Figura 2- Fotomicrografia de leveduras de P.
brasiliensis em aumento 1000x coradas com Oil
Red O. CTR - Leveduras controle cultivadas por
48h a 37C em meio YPD liquido. CsA- leveduras
tratadas com 2 pg/mL de CsA como descrito em A.

Na Figura 3 sdo mostradas as analises obtidas
da Espectroscopia vibracional FTIR. Os resultados
obtidos da analise mostraram que 0s espectros
entre os comprimentos de onda de 900-1250 nm e
2800-3000 nm, referentes a faixas dos lipidios,
apresentou diferenca significativa entre o grupo
controle e os grupos tratados.
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Figura 3- Andlise de FTIR. Picos em preto sdo
referentes a amostra CTR. Demais picos
referentes aos grupos que receberam tratamento
com CsA. Vermelho (0,5 pg/mL). Azul (2 pug/mL).
Verde (5 ug/mL).

A Figura 4 mostra a andlise estatistica
realizada nos resultados obtidos por FTIR. Pode-
se observar que as amostras foram agrupadas em
duas raizes distintas e que também houve uma
diferenca entre os grupos tratados conforme a
concentracdo da droga. Este resultado mostra que
ha uma diferenga na qualidade dos lipidios.

Figura 4- Dendograma realizado apartir da analise
de Cluster, utilizando o algaritimo de Word's e o
coeficiente de Pearson.

Na Figura 5 é mostrado os resultados obtidos
por espectroscopia de massa modo positivo e na
Figura 6 no modo negativo.
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Figura 5- Espectroscopia de massa, modo
positivo. Quadrados em azul fosfolipidios.
Quadrados em verde triglicérides. Quadrados em
vermelho diacilglicerol.
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No modo positivo, pode-se observar que no
grupo controle (espectro a esquerda) a proporcéo
relativa de fosfolipidios (picos enquadrados em
azul) foi maior que a de ftriglicérides (picos em
verde). Por outro lado, no grupo tratado com CsA
(espectro a direita) a propor¢cdo relativa de
triglicérides (picos em verde) foi maior que a de
fosfolipidios (picos em azul).
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Figura 6- Espectroscopia de massa, modo
negativo. Quadrados em vermelho acidos graxos.
Quadrados em azul fosfatidil etanolamida e
esfingosina

No modo negativo a proporcdo de &acidos
graxos (picos em vermelho) em relacéo a fosfatidil
etanolamida e a esfingosina (picos em vazul) é
maior nas leveduras controle (espectros a
esquerda) do que nas tratadas com CsA
(espectros a direita).

Esses resultados confirmam os dados obtidos
por FTIR de que o conteldo lipidico das leveduras
foram alterado pela inibicdo da calcineurina.

A Figura 7 mostra o gréafico, que representa a
proliferacdo do fungo ao adicionar as vesiculas
lipidicas ao meio de cultura.
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Figura 7- Curva de crescimento, com adicdo das
vesiculas purificadas. Taxa de proliferacdo
estimada pela medida da densidade otica da
cultura em 600 nm em leitor de placas ao longo de
6 dias de cultura.

Pode-se notar que 0s grupos experimentais
que receberam as vesiculas purificadas do grupo
tratado com CsA (linhas azul e magenta)
apresentaram uma taxa de proliferacdo maior,
embora pequena, em relagdo aos grupos que
receberam as vesiculas purificadas do grupo
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controle (linhas rosa e amarela) e até mesmo
maior que o controle que ndo recebeu vesiculas.

Discussao

Estudos anteriores realizado por nosso grupo
mostraram que ao inibir a calcineurina com a
droga CsA formavam-se vesiculas de composi¢éao
até entdo desconhecida. Esse resultado também
foi visto neste trabalho ao reproduzir o
experimento no qual os fungos tratados com
ciclosporina A, independente das concentracdes
utilizadas, apresentaram acUmulo de vesiculas
intracelulares com morfologia e provavelmente
composicao diferente do controle. Vesiculas séo
normalmente produzidas e secretadas por
microorganismos, inclusive fungos, e podem
apresentar funcdes diversas (ALBUQUERQUE et
al., 2008). Por exemplo, podem conter enzimas
hidroliticas que auxiliam na degradacdo de
moléculas do ambiente (lipases, proteases,
fosfolipases). Resultados preliminares mostrados
neste trabalho sugerem que uma das funcdes das
vesiculas presentes na levedura do Pb possa ser
de sinalizacdo, pois ao adicionar as vesiculas
purificadas a cultura houve alteracdo na
proliferacéo.

O mecanismo através do qual essas vesiculas
séo formadas ainda nao foi determinado, porém, o
calcineurina sugere o0 envolvimento desta
fosfatase no processo. Nao ha descricdo na
literatura que indique que a calcineurina tenha
acdo sobre a formacao dessas vesiculas ou até
mesmo no metabolismo dos lipidios. Hipéteses
foram levantadas para sugerir 0 mecanismo de
acdo da calcineurina. Um conhecido alvo da
calcineurina € uma proteina chamada dineina que
atua em processos de fisdo e fissdo da membrana
mitocondrial em resposta a estimulos variados.
Além disso, no sistema nervoso central de
mamiferos, a ativagao da calcineurina leva a fuséo
de vesiculas sinapticas a membrana celular para a
exocitose de neurotransmissores ( OH-HORA,;
RAO, 2009). Uma das hipoteses é que a
calcineurina controle fisdo e fissdo de vesiculas de
forma analoga no P. brasiliensis (JAIN et al.,
1993).

E possivel tambem que a calcineurina controle
0 metabolismo lipidico, uma vez que a composi¢ao
lipidica total dos fungos se altera pelo tratamento
com ciclosporina A. Tambem foi verificado se a
formacao de vesiculas estava relacionada ao meio
de cultivo, e resultados preliminares nos mostrou
gue mesmo reduzindo 10x a concentracdo de
dextrose conseguimos obter 0s mesmos
resultados anteriores. Este resultado sugere que
0 acumulo das vesiculas ndo estao relacionados a
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fonte de carbono (glicose) oferecida ao fungo pelo
do meio de cultura. Todas as hipotese seréo
verificadas no futuro.

Concluséao

Concluiu-se que a inibicdo da calcineurina com
ciclosporina A leva ao acumulo de vesiculas
intracelulares de conteddo lipidicos em leveduras
de P. brasiliensis e sugere a acdo desta fosfatase
no metabolismo lipidico.
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