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Resumo — O fungo Paracoccidioides brasiliensis submetido a mudanca de temperatura de 25°C para 37°C
sofre dimorfismo de micélio para levedura, que estéa relacionado a sua patogenicidade. Ha evidéncias que a
fosfatase calcineurina esteja envolvida na adaptacao de fungos a diferentes tipos de estresses e que
controle tais processos no P. brasiliensis. Este projeto propde submeter o P. brasiliensis a diferentes tipos
de estresses para avaliar a contribuicdo da calcineurina na adaptacdo do fungo. O P. brasiliensis foi
cultivado a 37°C (levedura) na auséncia ou presenca de diferentes concentracdes de ciclosporina A, um
inibidor da calcineurina, e em seguida submetido a agentes estressantes diversos (estresse salino, osmotico
e nutricional). Nossos resultados mostraram que o P. brasiliensis apresentou maior crescimento quando
cultivado em 0,2% de dextrose, 0 que supostamente seria um estresse nutricional, mesmo os fungos
tratados com CsA, e que sdo sensiveis a concentracdes de NaCl e sorbitol normalmente toleradas por

outros fungos.
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Introducéo

O agente etioldgico da Paracoccidioidomicose
(PCM), Paracoccidioides brasiliensis, € um fungo
termodimérfico. A distribuicdo geografica da
paracoccidioidomicose € restrita a América Latina,
sendo encontrada do México a Argentina
(BRUMMER et. al.,, 1993). A PCM é a micose
profunda mais importante da América Latina. No
Brasil, o estado de Minas Gerais tem o0 maior
ndmero de casos descritos, porém a prevaléncia
real da PCM ndo é estabelecida por ndo ser de
notificacéo compulsoria (RODRIGUES &
RESENDE, 1996). A PCM acomete individuos de
todas as faixas etarias, mas as formas
progressivas da doenca tem maior freqiéncia
entre adultos de 30 a 50 anos. A infeccdo que era
praticamente rural, em individuos que exercem
atividade agricola, vem atingindo a zona urbana,
mesmo em individuos que nunca sairam dos
grandes centros, atacando todas as profissdes
(LACAZ, 1992). A infeccdo é adquirida pela via
inalatéria através da inspiracdo de esporos que
atingem os alvéolos pulmonares, onde ocorre sua
transformacédo para leveduras, que passam a se
multiplicar por brotamento multiplo (MARTINEZ,
1997). Uma vez estabelecida, a PCM pode
apresentar-se sob duas formas clinicas distintas: a
forma aguda ou subaguda (juvenil), que
representa de 3 a 5 % dos casos, caracterizada
pela rapida disseminacdo do fungo, com
granulomas pouco organizados contendo muitos
fungos; e a forma crénica (adulto), que representa
mais de 90 % dos casos, sendo mais frequente no
sexo masculino na faixa etaria de 29 a 49 anos. A

forma crbnica caracteriza-se pelo lento e
progressivo envolvimento pulmonar, podendo
permanecer localizada a este Unico 6rgéo (branda,
moderada ou severa), ou envolver mais de um
6rgdo ou sistema (branda, moderada ou severa),
(FRANCO et. al., 1987). A disseminacdo ocorre
através da via linfatica e hematogénica.
Praticamente todos os o6rgdos podem ser
acometidos, o que coloca a PCM como uma
infeccao de carater sistémico (MARTINEZ, 1997).

O Paracoccidiodes brasiliensis € um fungo
dimorfico. Em temperatura ambiente (entre 20°C e
28°C) apresenta-se sob a forma micelial, e a 37°C
desenvolve-se como levedura (MARTINEZ, 1997).
Nos tecidos humanos os fungos apresentam
formas esféricas (LONTERO & MELO, 1998). Sua
esporulacdo multipla resulta no tipico aspecto de
roda de leme (LACAZ, 1991), considerado a forma
patogénica do fungo. Quando alguns isolados
fungicos séo cultivados sob condi¢gfes de privagao
nutricional, eles geram propagulos como conideos.
Quando os conideos separam do micélio parental
e sdo submetidos a temperatura de 370C, eles
exibem dimorfismo térmico e dao origem as
leveduras com multiplos brotamentos (BRUMMER,
et. al., 1993).

A calcineurina, uma fosfatase dependente de
Ca* e calmodulina, esta envolvida na resposta a
diversos estimulos ambientais e na adaptacéo de
fungos a diferentes tipos de estresses. Em fungos
patogénicos, como Candida albicans,
Cryptococcus neoformans e Aspergilus fumigatus,
a ativagcdo da calcineurina permite ao fungo
adaptar-se ao ambiente interno do hospedeiro,
gue pode significar capacidade de diferenciar-se
(dimorfismo), de proliferar e de expressar fatores
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de viruléncia (STIE; FOX, 2008). A calcineurina é
conhecida por conferir resisténcia a estresse
térmico, ibnico, pH, drogas antifingicas, dentre
outros, dependendo da espécie de fungo.
Recentemente, nosso grupo indicou evidéncias de
gue a calcineurina também controla processos
relacionados a habilidade do P. brasiliensis de
causar patogenicidade no homem. Neste trabalho
o inibidor da calcineurina, ciclosporina A, com
diferentes eficiéncias, bloqueou a transicdo do
micélio para levedura, o crescimento a 37°C, a
proliferacdo e o brotamento de Ieveduras além de
comprometer a homeostase de Ca*? intracelular
(Campos et. Al., 2007). O ObjetIVO desse trabalho
foi verificar se o sistema Ca'’/calcineurina atua
sobre diferentes tipos de estresses ambientais ou
condi¢des nutricionais também no P. brasiliensis.
Os experimentos consistiram em tratar o P.
brasiliensis com o modulador da Vvia
Ca*’/calcineurina, ciclosporina A, em diferentes
concentracdes, e submeter o fungo a um segundo
estresse (nutricional, ibnico ou osmotico), para
avaliar a funcdo da calcineurina na
susceptibilidade/resisténcia do P. brasiliensis.

Metodologia

O isolado Pb18 do fungo Paracoccidioides
brasiliensis de um estoque mantido a 4°C, foi
cultivado em meio YPD liquido (1% de extrato de
levedo, 2% de peptona, 2% de dextrose) a 37°C
por 5 dias. O in6culo foi expandido (pré-indculo) e
mantido a 37°C sob agitacdo por mais 3 dias.
Através da microscopia foi observado que as
leveduras de P. brasiliensis apresentavam
morfologia com paredes lisas e uniformes. Desse
pré-indculo, foram retirados 12 mL de cultura e
adicionados em 100 mL de meio YPD liquido, que
permaneceu em agitador a 37°C por 2 horas. Em
seguida, 20 mL dessa cultura foi distribuida em 4
erlenmeyers, sendo um utilizado como controle
(mantido na auséncia de droga) e os outros trés
erlenmeyers receberam diferentes concentracées
de ciclosporina A: 0,5 pg/mL, 2,0 yg/mL e 5,0
pa/ml, e foram mantidos a 37°C sob agitagdo por
mais 2 horas.

Posteriormente, foram retiradas aliquotas de
1,5 mL de cada cultura e transferidas para tubos
de centrigugacdo em duplicata. Todas as
amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi retirado e as células
foram ressuspendidas com 150 yL de meio YPD
liqguido. Os volumes dos 2 tubos de cada grupo
foram concentrados em um Unico tubo. Em
seguida, a amostra de cada grupo foi diluida: 2X
(100 L da amostra + 100 pyL YPD fresco), 6X (100
ML da amostra diluida 2X + 200 yL YPD fresco),
12X (100 pL da amostra diluida 6X + 100 uL YPD
fresco).
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Foram utilizadas placas controles com YPD +
2% de agar, e placas com estresse nutricional (1
% de extrato de levedo, 2% de peptone, 0,2%
dextrose, 2% agar), estresse ibnico (YPD + 2% de
agar + 0,3 M de NaCl), e estresse osmoético (YPD
+ 2% de agar + 2% de sorbitol).

Cinco pL de cada condicdo experimental
(controle, ciclosporina A a 0,5 yg/mL, 2,0 yg/mL e
5,0 ug/ml), diluidas como descrito, foram
depositadas em cada uma das placas em
duplicatas e mantidas a 37°C por 7 dias.

Resultados

Os grupos de placas controles foram
analisadas com o objetivo de avaliar como o
Paracoccidioides brasiliensis se comporta quando
submetido por 2 horas a droga ciclosporina A
para, posteriormente, analisar como o fungo reage
gquando submetido a um segundo estresse
(nutricional, osmético ou idnico).

As leveduras do P. Brasiliensis ndo tratadas
com CsA tiveram crescimento mais significativo no
meio com estresse nutricional (levedo 1%,
peptone 2%, dextrose 0,2%, agar 2%), em relagéo
ao meio controle, como mostra a Figura 1.
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Figura 1: Em A é mostrado leveduras de P.
brasiliensis previamente cultivadas na auséncia
(CTR) ou presenca de concentracdes crescentes
de ciclosporina A e plagueados em meio YPD
controle (1% de extrato de levedo, 2% de peptona,
2% de dextrose, agar 2%). Em B é mostrado
leveduras de P. brasiliensis cultivadas como em A,
porém foram plaqueadas em meio com 0,2% de
dextrose.

Por outro lado, as leveduras foram mais
sensiveis ao estresse osmotico (2% de sorbitol), e
estresse ibnico (0,3 M de NaCl) do que ao
estresse nutricional, como mostra a Figura 2.

As leveduras tratadas com diferentes
concentracdes de CsA 0,5 yg/mL, 2,0 yg/mL e 5,0
pg/mL tiveram menor crescimento nos meios com
ou sem estresse em relacdo as ndo tratadas,
porém o crescimento entre os tratados com CsA
foi semelhante.
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Figura 2: Em A é mostrado leveduras de P.
brasiliensis previamente cultivadas na auséncia
(CTR) ou presencga de concentracdes crescentes
de ciclosporina A e plagueados em meio com
estresse osmotico (YPD + 2% de agar + 2% de
sorbitol). Em B é mostrado leveduras de P.
brasiliensis cultivadas como em A, porém foram
plagueadas em meio com 0,3 M de NaCl.

Discussao

Em fungos patogénicos como Candida albicans,
Cryptococcus neoformans e Arpergillus sp, ou ndo
patogénicos, como Saccharomyces cerevisiae e
Neurospora crassa, foi mostrado que a
calcineurina pode controlar a proliferagéo,
sobrevivéncia, patogenicidade, viruléncia e
morfogénese, tanto sob condi¢bes fisioldégicas ou
em resposta adaptativa a estresses ambientais e
nutricionais (Prokisch et al., 1997). Dependendo
da espécie de fungo, a calcineurina confere
resisténcia a estresse térmico, idnico (Ca+, Na+,
Li+), de pH e por drogas antifingicas, dentre
outros.

Evidéncias demonstram que a calcineurina é
ativada de forma a garantir aos fungos alteracdes
fisioldgicas necessarias para sua adaptacdo a
diferentes tipos de estresses. Sabe-se que a
calcineurina pode ser inibida pela ciclosporina A
(CsA).

Resultados recentes demonstram que a CsA
bloqueia o dimorfismo de micélio para levedura em
P. brasiliensis em temperatura a 37°C semelhante
a infeccdo humana (Campos, 2009). Acredita-se
que estimulos estressantes demandem alteracdes
gue desencadeiam processos adaptativos.

Considerando o que foi exposto acima e com
base nos resultados, onde, o P. brasiliensis foi
submetido a diferentes concentracdes de CsA, e
diferentes tipos de estresses, podemos avaliar a
contribuicdo da calcineurina na adaptacdo e
proliferacéo do fungo.

Na placa controle, as leveduras do P.
brasiliensis tratadas com diferentes concentracdes
de CsA, tiveram pequena diferenca de
crescimento em relacdo as néo tratadas com a
droga, ndo sendo possivel avaliar sua efetividade
sobre a calcineurina.
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A placa com estresse nutricional (0,2% de
dextrose), as leveduras do P. brasiliensis néo
tratadas com CsA tiveram crescimento maior em
relacdo ao controle. O fungo Saccharomyces
cerevisiae na presenca de agUcares fermentaveis,
glicose e sacarose, aumenta a producdo de cAMP
com consequente ativacdo de PKA, que por sua
vez, estimula a expressdo de genes relacionados
a proliferacdo celular e repressdo de genes
relacionados a estresse (Tamaki et. al., 2009).. E
possivel que 0 mesmo esteja ocorrendo com o P.
brasiliensis, porém ha necessidade que seja
realizado novos experimentos em que faca uso de
moduladores do sistema PKA. Outros estudos
demonstraram que a diminuicdo da glicose
provoca mutacdo em vias de sinalizacdo deixando
o fungo resistente a estresse celular. Ja& as
leveduras tratadas com diferentes concentracdes
de CsA tiveram crescimento semelhante em
relacdo as ndo tratadas com a droga, ndo sendo
possivel relacionar com o sistema calcineurina.

No entanto, as leveduras do P. brasiliensis
foram sensiveis ao estresse osmético (sorbitol) e
ibnico (NaCl), sendo observado uma total
incapacidade de proliferacdo do fungo em 0,3 M
de NaCl Em experimentos  realizados
anteriormente com o P. brasiliensis na presenca
de NaCl 1,2 M ndo houve crescimento. Estudos
comprovam que a auséncia de alguns tipos de
sais como monopotassico sulfato de magnésio
inibe o crescimento do P. brasiliensis, contudo a
falta de NaCl ndo interfere em seu crescimento
(Minami, P. S., 1981). No entanto constatamos
que a diminuigdo de 1,2 M a 0,3 M de NaCl, ndo
estimulou o crescimento do fungo. Dependendo da
espécie de fungo, a calcineurina confere
resisténcia a estresse ibnico. Através das
diferentes concentracfes de ciclosporina A que
foram avaliadas no meio com estresse ibnico ndo
foi possivel observar diferenca entre as diferentes
concentracbes da droga pois ndo houve
crescimento de leveduras, dessa forma a acao da
calcineurina sobre o crescimento do P. brasiliensis
permanece inconclusiva.

Concluséao

Neste trabalho foi mostrado que 0,2 % de
dextrose favorece o crescimento do P. brasiliensis,
e que 0,3 M de NaCl e 2% de sorbitol inibe seu
crescimento, indicacdo de envolvimento de
diferentes tipos de estresses com sistemas de
proliferacéo do fungo.
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