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SUMMARY

Very little is known about the early events in the interaction between
Paracoccidioides brasiliensis cells and its host. In order to unveil the role of
carbohydrates, peptides and self-produced molecules on the mechanisms of
interaction between the fungus and epithelial cell in culture, we analyzed the effect of
Sorbitol, D-mannoese, D-fucose, N-acetyl-glucosamine, D-glucosamine, Fructose
and D-galactosamine, the peptides GRDSPK, GRGDTP e GRDGS and culture
supemadant on the adhesion of P. brasiliensis yeast cells to CCL-6 cells on culture.
The fungal cells were cocultivated with the epithelial cell line and different
concentrations of the interaction. Six hours after the treatment the cells were fixed
and observed on light microscopy. The number of P. brasiliensis cells adhered to the
CCL-6 monolayer was estimated. D-fucose, N-acetyl-g¢icpsa,ome. D-mannose, D-
glucosamine and D-galactosamine treatments diminished the number of adhesion
events if compared to the observed with untreated controls. Sorbitol and Fructose
treated cells had the same adhesion behavior as the observed in the controls. In
order to detect the presence of carbohydrates in the fungus surface, P. brasilienssis
propagules were treated with fluorescent lectins. WGA-FITC and Con-A-FITC lectins
labeled P.brasiliensis cells while SBA and PNA lectins did not bind to the yeast cell.
The peptides GRDSPK, GRGDTP also diminished the number of adhesion events
observed and antibodies against a;18; and B, integrins labeled P. brasiliensis cells.
Old RPMI culture supernadant of P. brasiliensis also diminished the adhesion events
of the fungus on CCL-6 cells. The molecule responsible for such effect is unknown,

but is thermostable and non-proteic.



RESUMO

Apesar dos inumeros estudos empreendidos nas Ultimas décadas na
tentativa de elucidar os mecanismos de interacdo entre Paracoccidioides brasiliensis
versus hospedeiros, durante o curso da paracoccidioidomicose (PCM), poucas séo
as informacdes disponiveis na literatura que mostram de maneira precisa como
ocorre 0 processo infectivo. Para auxiliar na melhor compreensdo dos possiveis
mecanismos moleculares envolvidos na interagcdo de P. brasiliensis com seus
hospedeiros, estabeleceu-se um modelo de estudo in vitro, que pudesse evidenciar
a participacédo de mediadores de adesdo de superficie celular na interacdo do fungo
(Pbig) com células epiteliais CCL-6 em cultura. Os carboidratos, D-manose, D-
fucose, N-acetil-D-glicosamina, sorbitol, D-galactosamina e D-glicosamina, o0s
peptideos GRGDTP, GRDGS e GRGDSPK, e sobrenadante de cultura liquida de P.
brasiliensis, foram utilizados como competidores de inibicdo de adesdo do P.
brasiliensis em células CCL-6. Também foram utilizadas, em ensaios citoquimicos,
as lectinas ConA, WGA, PNA e SBA conjugadas com o fluorocromo FITC, bem
como anticorpos especificos para a subunidade (3, e para as integrinas a;13; € CDgs.
Observou-se que nos tratamentos realizados com os carboidratos D-manose, D-fu
cose e N-acetil-glicosamina, o peptideo GRGDSPK e o sobrenadante de cultura
liquida do P. brasiliensis os percentuais de inibicdo de adesdo do fungo a célula
CCL-6 foram bastante significativos. Células leveduriformes do P. brasiliensis foram
prontamente marcadas nos tratamentos realizados com as lectinas ConA e WGA e
com anticorpos anti-integrina a;:8: € B.. Ensaios cromatograficos, de espectro de
ressonancia magnética nuclear e de espectro de infravermelho da fracéo livre de
proteinas do sobrenadante da cultura de P. basiliensis, demonstraram a presenca de
uma substancia composta de hidrogénio, carbono e de um grupamento amina, que
possivelmente seja a molécula que compete pelo sitio de ligacdo do fungo a células
CCL-6.
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INTRODUCAO

Paracoccidioides brasiliensis € um fungo termodimérfico encontrado sob as
formas miceliana em seu estagio saprofitico e leveduriforme quando parasita, sendo
o P. brasiliensis, considerado um patdégeno biotréfico para humanos. Trata-se do
agente etiolégico da paracoccidioidomicose (PCM), uma doenca que acomete
preferencialmente trabalhadores rurais. A doenca distribui-se de modo irregular nas
Américas, sendo mais prevalente na América do Sul especialmente nas regides Sul,
Sudeste e Centro Oeste do Brasil.

Acredita-se que a PCM é iniciada apos a inalacdo de propagulos do fungo
gue chegando no intersticio pulmonar do hospedeiro diferencia-se na forma
leveduriforme patogénica. Devido a gravidade de suas formas clinicas, o estudo da
PCM vem despertando interesse, notadamente de pesquisadores brasileiros e onde
a doenca é endémica. As manifestacbes clinicas sao tipicas de uma doenca
granulomatosa, com freqtiente envolvimento de varios 6rgaos. O completo processo
desenvolvido na interacdo entre P. brasiliensis e seu hospedeiro, na grande maioria
nao esta totalmente estabelecido. Tem-se postulado que uma glicoproteina (gpas),
presente na parede celular do fungo, seja a molécula responsavel pela interacéo do
fungo com o hospedeiro. Este trabalho faz parte de uma das linhas de pesquisa
desenvolvidas no Laboratorio de Mecanismos Gerais de Infecgcdes Fungicas
(ICB/UFMG) e visa determinar “in vitro” os mediadores moleculares envolvidos no

processo de infeccao de P. brasiliensis em células de mamiferos.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

12



13

PARACOCCIDIOIDOMICOSE (PCM)

A paracoccidioidomicose é uma micose sistémica causada por um fungo
dimorfico denominado Paraccocidioides brasiliensis por Splendore 1912. A doencga
apresenta-se com distribuicdo irregular dentro do continente Americano, sendo mais
prevalente na América do Sul (Restrepo, 1985). Estima-se que aproximadamente 10
milhdes de pessoas estao infectadas com o fungo e cerca de 2% dessa populagao
pode vir a desenvolver a doenca. A maior incidéncia da enfermidade ocorre em
individuos com idade entre 30 e 60 anos sendo mais freqiiente em trabalhadores
rurais (Borelli 1980).

No Brasil, o P. brasiliensis foi inicialmente isolado por Adolpho Lutz em 1908,
em pacientes com lesdes na mucosa da boca (Lacaz, Martins e Porto, 1991). A
infeccdo por P. brasiliensis pode apresentar um quadro clinico grave e nos ultimos
anos a doenga vem recrudescendo, com um numero elevado de casos. A expressiva
importancia epidemiologica e sua distribuicdo confinada a América Latina faz desta
micose um modelo de estudo de interesse, notadamente para pesquisadores
brasileiros e outros sul-americanos (Lacaz et al., 1991).

As manifestacdes clinicas da PCM séo tipicas de uma doenca granulomatosa
crbnica, com o envolvimento frequente dos pulmdes, sistema reticulo endotelial,
mucosas e outros orgaos (Giraldo, et al., 1976; Franco et al.,, 1982). Trata-se
observado que a infeccéo inicia-se dentro dos pulmdes, com eventual disseminacao
via corrente sanguinea ou linfatica para outros sitios do corpo (San-Blas et al.,
1982). A progressado da infeccdo a doenca depende de fatores como: tamanho do
inoculo, viruléncia do isolado, integridade dos mecanismos de defesa e de fatores
genéticos do hospedeiro (Colombo, Nucci e Queiroz-Teles., 1980). Muitos pacientes
infectados por P. brasiliensis, entretanto, desenvolvem a doenca de forma
assintomatica ou sub-clinica, com localizacdo restrita aos pulmdes ou e tecidos
mucocutaneos.

O desenvolvimento da PCM esta inicialmente condicionado a diferenciacéo do
fungo, da forma miceliana infectante para a forma leveduriforme invasiva, que pode
evoluir produzindo lesdes de inoculacdo nos pulmdes, ou ser destruida pelo
mecanismo de defesa do hospedeiro. A partir dessas lesdes, o fungo entra na

corrente linfatica chegando aos linfonodos regionais, onde produz uma lesao linfatica
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satélite, dando origem a um complexo primario. Este complexo por sua vez podera
regredir com a destrui¢do do fungo, formando cicatrizes estéreis, ou ainda manter-se
viavel na forma latente, assim caracterizando um foco quiescente (Franco et al.,
1982).

A PCM apresenta sintomatologia variada, resultando em quadros clinicos
diversos, que servem de parametros para a classificacdo da doenca, dividindo-a em
disseminada (aguda) ou localizada (crénica), e dependendo da localizacdo e
evolucdo, em uni ou multifocal (Franco et al., 1987). A forma aguda € caracterizada
por pacientes apresentando um quadro em que a doenca tem evolugédo direta e
rapida. Neste estdgio a doenca € sistémica afetando principalmente o sistema
reticulo endotelial com os pacientes desenvolvendo uma forte resposta humoral,
porém uma deficiente resposta imune celular. A forma crénica por vezes, acomete
frequentemente os pulmdes, outros 0rgaos e areas mucocutaneas. Pacientes com
essa forma apresentam uma resposta imune celular bastante forte, resultando na
forma de granuloma (Montenegro, 1986).

Com base no quadro clinico dos pacientes, essa micose também pode ser
classificada em anérgica (maligna), caracterizada por doenca disseminada,
enfraguecimento da resposta imune celular, altos niveis de Anticorpos especificos,
baixa formacdo de granuloma, aparecimento de areas necrosadas e um grande
numero de leveduras dentro das lesdes, enquanto que a forma hiperérgica da PCM
(benigna) a doenca € localizada, com forte resposta imune celular, baixos niveis de
anticorpos especificos, formacdo de compactos granulomas epiteliéides e poucos
fungos nas lesGes (Zameth, et al., 1981; Lacaz et al., 1982).

Fagécitos mononucleares, leucécitos e células NK (natural Killer), séo
fundamentais na resisténcia natural ao P. brasiliensis (Peryassu, 1962). Células
polimorfonucleares (PMNs) e macréfagos residentes de focos infecciosos e
circulantes do sangue de pacientes com PCM apresentam niveis normais de
fagocitose, entretanto, ndo sédo capazes de destruir o fungo, assim servindo como
suporte para a multiplicacdo intracelular do patégeno (Restrepo et al., 1975;
Goihman-Yahr et al., 1980; Pascuim et al. 1982; Jimenez, et al., 1984; Boscardin et
al., 1985; Brummer et al., 1989).

Devido a capacidade de sintetizar e expressar varias substancias antigénicas,
o P. brasiliensis, em algumas circunstancias, pode induzir hipersensibilidade.
Algumas dessas substancias sao secretadas no meio de cultura bem como podem

estar presentes na superficie celular de ambas as formas: miceliana ou
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leveduriforme. A presenca dessas particulas antigénicas no interior do hospedeiro,
podem induzir a producdo de anticorpos especificos anti-P. brasiliensis (Arango et
al., 1982; Biagioni et al., 1984; Restrepo, 1982).

AGENTE ETIOLOGICO

Taxonomicamente o P. brasiliensis esta classificado na seguinte categoria:
Reino-Fungi; Filo-Ascomycota; Subdivisdo-Pezizomycotina; Classe-Eurotiomycetes;
Ordem-Onygenales; Familia-Onygenaceae; Género-Paracoccidioides; Espécie
Paracoccidioides brasiliensis (Peterson et al., 1998). O fungo, agente etiolégico da
PCM, é organismo dimorfico que cresce sob a forma miceliana a temperatura
ambiente e leveduriforme a 37 °C. A forma parasita € a leveduriforme, enquanto o
nicho ecolégico natural da fase saprofitica continua desconhecido. Micélio,
clamidosporos e provavelmente conidias podem manter-se viaveis no solo, na agua
e em plantas a temperatura ambiente, e sdo reconhecidos como as formas
infectantes do patdgeno (Restrepo, 1985).

Propagulos do fungo foram isolados a partir de amostras de solo, da racéo de
um céao, das fezes de pinguim, do trato gastrointestinal de morcegos, das visceras
de tatu e da maioria de pacientes com PCM (Bagagli et al., 1998; Ferreira et al.,
1990; Garcia et al.,, 1993). Embora P. brasiliensis seja reconhecido unicamente
como sendo um parasita humano o isolamento do fungo a partir de tatus (Dasypus
novemcinctus), sugere que este animal pode servir como hospedeiro silvestre do
patégeno (Restrepo 1990).

Dados epidemioldgicos sdo de grande interesse na localizacdo de areas
endémicas e hiper-endémicas da PCM, sendo o diagndstico epidemioldgico feito
principalmente pelo teste da paracoccidioidina (Lacaz et al., 1994). Estes
apresentam uma alta proporcao de reacao positiva, sobretudo em pacientes da zona
rural, entretanto, a positividade permite apenas a demarcacdao do provavel nicho
ecolégico do fungo (Londero et al., 1972; Lacaz et al., 1990; Brummer et al., 1993).
Com base em dados laboratoriais, o micro-nicho do patégeno deve ser um lugar
umido com pouca variagcdo de temperatura, o que é comum em areas endémicas
(Restrepo 1985; Restrepo et al., 1994).
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Analises comparativasatravés de Amplificacdes Randbémicas de Sequéncias
Polimorficas de DNA (RAPO) de isolados de P. brasiliensis obtidos de tatu e
humanos, demonstraram que ambos possuem padrdes genotipicos similares

sugerindo uma origem comum aos isolados (Ayako et al., 1999).

ASPECTOS MORFOLOGICOS E DE PAREDE DO P. brasiliensis

A fase parasita do fungo caracteriza-se por apresentar células ovais ou
alongadas, com duplo contorno com ou sem brotamentos. As colonias apresentam-
Se com aspecto rugoso e pigmentacdo cremosa e 0 crescimento € aparente apés
alguns dias de incubacdo no meio de cultivo semi-solido Fava Neto. O polimorfismo
celular dentro de um mesmo isolado de P. brasiliensis é bastante elevado, sendo a
forma mais caracteristica a em “roda de leme”, com multiplos brotamentos (Angulo-
Ortega et al., 1971; Lacaz 1991). A fase saprofitica, entretanto, encontra-se sob a
forma de filamentos micelianos septados com esporos terminais ou intercalares. O
crescimento € lento produzindo pequenas colonias brancas ou marrons, aveludadas
e com morfologia irregular (Lacaz 1991).

Andlises da composicdo quimica da parede celular de ambas as fases
(leveduriforme e miceliana) de P. brasiliensis, revelam que elas diferem basicamente
guanto a disposicdo estrutural de seus polissacarideos, sendo quitina um
componente comum a elas. A forma leveduriforme apresenta parede constituida
basicamente por glucanas, estruturadas como a-(1,3)-glucana em grande
quantidade e por B-(1,3)-glucana em menor concentracdo (San-Blas et al.,1977).
Glucana também ¢é a principal hexose na forma miceliana, polimerizada quase que

exclusivamente como -(1,3)-glucana.

FATORES DE VIRULENCIA

P. brasiliensis € um patégeno que apresenta perfil de viruléncia bastante

variado. Devido a heterogeneidade genética do hospedeiro e a fatores intrinsecos e
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extrinsecos do patégeno, um mesmo isolado do fungo pode apresentar
comportamento diferencial de infeccdo em hospedeiros diferentes (Singer-vermes et
al.,, 1989; Casotto et al., 1991). Dentre as moléculas com reconhecida importancia
antigénica, a gp43 é especifica para o sistema PCM-P, brasiliensis (Blotta et al.,
1993).

Essa glicoproteina é secretada pelo fungo e a ela sdo atribuidas vérias
funcbes, sendo as de adesao e hidrélise as mais importantes (Restrepo et al., 1994;
Moura-Campos et al., 1995). Esta glicoproteina tem ainda a propriedade de se ligar
a laminina, como demonstrado por Vicentine et al., 1994. Esta propriedade permite
ao fungo manter intimo contato com os tecidos do hospedeiro e evita que
propagulos infectivos sejam deslocados e consequentemente eliminados pelo
hospedeiro.

Outro fator também relacionado com a viruléncia do fungo & a termo-
tolerdncia, ou seja, capacidade de crescer a 37 °C. Essa habilidade confere ao
patdgeno a capacidade de se desenvolver na temperatura imposta pelo hospedeiro.
No intersticio do hospedeiro, em funcdo da temperatura do corpo, ocorre a
diferenciacdo da forma miceliana para a leveduriforme. O dimorfismo é um evento
importante no estabelecimento do fungo no hospedeiro e é também considerado um
fator de viruléncia (Rhodes, 1988). A temperatura do corpo do hospedeiro também
induz a sintese de algumas proteinas e glucanas induzidas pelo calor, importantes
nao unicamente na adaptacdo térmica, mas também na transicdo de micélio para
levedura (Karokawa et al., 1998; Goldan et al., 1994).

O processo de termo-dimorfismo em P. brasiliensis € uma condicdo essencial
para a viruléncia, entretanto, outros fatores, como fatores nutricionais e a resposta
imune do hospedeiro sdo importantes na diferenciacdo de micélio para células
leveduriformes (Villar et al., 1988). O dimorfismo em alguns fungos patogénicos
pode determinar mudancas em componentes de parede celular. Em P. brasiliensis
esse processo esta relacionado com a sintese de a-glucana de parede (San-Blas et
al., 1982).

Apos diferenciacao de micélio para levedura a concentragdo de a-(1,3)-
glucana passa a ser maior que a de B-(1,3)-glucana. Presume-se que esta alteracdo
na composi¢do quimica da parede celular permite o estabelecimento do fungo no
interior do hospedeiro pela prote¢cdo que este polimero confere a acdo de enzimas

digestivas de leucdcitos e macréfagos (San-Blas et al., 1982).
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INFLUENCIA HORMONAL

A incidéncia da PCM é mais prevalente em homens do que em mulheres. A
susceptibilidade a infec¢do parece estar condicionada a diferencas hormonais entre
ambos os sexos. P. brasiliensis possui receptores para o hormonio feminino 17-f3-
estradiol, o que retarda a diferenciacdo de micélio para levedura. Este atraso no
processo de diferenciagcdo permite que as mulheres desenvolvdo uma resposta
imune eficaz contra o patdgeno (Restrepo et al., 1984; Aristizabal et al., 1996;
Aristizabal et al., 1998). Antes da puberdade, entretanto, a prevaléncia da doenca
para ambos 0s sexos ocorre com igual frequéncia devido a baixa concentracao

desse hormonio (Stover et al., 1986).

DIAGNOSTICO DA PARACOCCIDIOIDOMICOSE

O diagnostico micolégico da PCM é feito por demonstracdes microscopicas
diretas, histopatolégicas e sorologicas do agente etiologico. Em muitos casos, 0
fungo pode ser diretamente visualizado em espécimes clinicos (saliva, fluido de
lavado bronquioalveolar, crosta da base de granuloma, secrecdo de dreno de
nodulos linfaticos e amostras de bidpsias de tecidos), utilizando-se preparacdes com
KOH a 10%. O aspecto das células nessas preparacdes sdo leveduriformes
esféricas com duplo contorno com brotamento Unico ou mdltiplo, conferindo a
morfologia conhecida como “roda de leme” (Lacaz et al., 1982; Sidrim et al., 1999).
Andlises histopatolégicas sdo de fundamental importancia na demonstracdo das
formas de granulomas e o tipo morfolégico das células existentes nos sitios da
infeccéo (Lacaz et al., 1982).

O diagndstico sorolégico tem sido extensivamente utilizado dado a variedade
de apresentacdes clinicas da micose e o longo tempo requerido para o isolamento
do P. brasiliensis (Lacaz et al., 1994). A detec¢do do antigeno diagnostico da PCM,

pela utilizacdo de anticorpo monoclonal anti-gpss no soro de paciente tem sido
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utiizada com bastante eficiéncia no diagnodstico da PCM (Puccia et al., 1991,
Brummer et al., 1993).

TRATAMENTO DA PARACOCCIDIOIDOMICOSE

Sulfonamida foi o primeiro agente antifingico introduzido na terapéutica da
PCM. Essa droga é recomendada no tratamento de pacientes com doenca recente,
sobretudo nas formas pulmonar aguda e crbnica ou aqueles com intolerancia a
anfotericina B e ao cetoconazol. Também recomenda-se que o tratamento seja
mantido até o desaparecimento total das manifestacdes clinicas e/ou até o
desaparecimento total das manifestacdes clinicas e/ou até o completo decréscimo
nos niveis de anticorpos anti-P. brasiliensis no soro de paciente com PCM. A
sulfonamida pode também ser utilizada, na manutengdo de um tratamento feito
anteriormente com anfotericina-B (Mendes et al., 1994; Sidrim et al., 1999).
Frequentemente tém-se observado cura clinica em alguns pacientes tratados com a
droga, entretanto, posteriores recidivas da doenca ocorrem com frequéncia, em
algumas situacdes podendo levar o paciente a obito (Mendes et al., 1994).

Empregada pela primeira vez em 1950 a anfotericina B, possui atividade
fungistatica e fungicida, e quando administrada a pacientes infelizmente pode
produzir nefrotoxidade (Lacaz et al., 1958). Entretanto, esses efeitos colaterais sédo
dose dependente, desaparecendo com a descontinuidade do tratamento. Mesmo
ocasionando varios efeitos colaterais € considerada a droga mais eficiente nao
apenas no tratamento da PCM, como também em outras micoses sistémicas, sendo
indicada para todas as formas da doenca (Mendes et al., 1994).

Recentes avancos no tratamento da PCM tem sido obtidos com o uso de
compostos azolicos. Dados que datam da década de setenta j& demonstravam que
o P. brasiliensis mostrou-se altamente sensivel a essas drogas tanto in vitro como in
vivo (Van-Cutsem et al., 1972; Restrepo et al., 1984). O cetoconazol apresenta boa
eficiéncia in vitro e na pratica clinica contra o P. brasiliensis (Restrepo et al., 1980;
Restrepo et al., 1984).

Nos dias atuais o itraconazol é a droga de escolha no tratamento da PCM.
Esse agente antifungico apresenta baixa toxicidade em animais e humanos, também

nao afetando os niveis hormonais do sangue e ndo apresentando efeitos colaterais
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severos (Negroni et al., 1987; Martins et al., 1997). Outro composto desse grupo
utilizado no tratamento da PCM, demonstrando boa eficiéncia, notadamente pelo
curto periodo de tratamento € o saperconazol (Franco et al., 1992).

O uso de fluconazol no tratamento de pacientes com PCM tem revelado
melhora clinica, entretanto, sua acao é lenta quando comparada ao itraconazol
(Negroni et al.,1990).

Quanto a profilaxia da doenca, o procedimento mais promissor, consiste da
utilizacdo de vacinas feitas a partir do antigeno diagnéstico da PCM, a gpas. Esse
hapteno imunigénico pode desencadear, em animais, uma vigorosa resposta imune

tipicamente celular (Lacaz et al., 2002).

INTERACAO DE Paracoccidioides brasiliensis COM O HOSPEDEIRO

Até o presente momento os mecanismos de interacdo entre o P. brasiliensis
com seu hospedeiro, ndo sdo muito bem conhecidos. Em outros patdégenos
entretanto, os mecanismos de infeccado sdo melhor compreendidos e acredita-se que
o P. brasiliensis deva utilizar estratégias semelhantes. Assim postula-se que a
presenca de mecanismos de complementariedade entre receptores especificos,
presentes nas superficies dos tipos celulares envolvidos no processo infeccioso
sejam de fundamental importancia para a efetivacédo da patologia.

Moléculas de superficies com importancia reconhecida no estabelecimento de
uma interacdo, mas sem denominacao especifica sdo genericamente chamadas de
adesinas. Adesinas compreendem carboidratos, proteinas e glicoproteinas que
apresentam papel na adesédo e reconhecimento de propagulos do patdégeno a seus
hospedeiros.

A adesao do patdégeno as estruturas do hospedeiro € um dos eventos iniciais
no processo patogénico e é de crucial importancia para a manutencdo dos
microrganismos a superficie do sitio de infeccdo, (Scaletsky et al., 1984; Kennedy et
al.,, 1992). As evidéncias mais relevantes a respeito de mediadores de adesao
envolvem proteinas e glicoproteinas de superficie. Residuos de carboidratos tipo
manose e N-acetil-glicosamina sdo 0s mais comumente associados a proteinas que
estabelecem elo de aderéncia entre microrganismos e epitélios.

Complementarmente, carboidratos (manose, N-acetil-glicosamina, galactose e

fucose) também atuam como elo de ligacdo entre células do sistema imune e
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microrganismos. Importancia maior tem se dado ao envolvimento de mananas e
manoproteinas na mediacdo de adesao, especialmente entre microrganismos e seus
hospedeiros.

Um caso especial de glicoproteinas que merecem destaque sdo as integrinas
gue possuem ligantes para proteinas tipo fibronectina, laminina, vitronectina e
fibrinogénio encontrados comumente na matriz extracelular de células do hospedeiro
(Kennedy et al., 1992) e que acredita-se ser um mediador importante de adeséo em
fungos.

O mecanismo tipico de infeccdo pelo P. brasiliensis, inicia-se pela entrata de
particulas infecciosas do fungo no hospedeiro. Na PCM, propagulos infectantes de
P. brasiliensis inicialmente diferenciam para a forma leveduriforme. O dimorfismo
apresentado pelo P. brasiliensis é uma estratégia do patdogeno para evadir-se dos
mecanismos de defesa do hospedeiro. Fatores relacionados a nutricdo e
temperatura sdo fundamentais ao estabelecimento do evento de dimorfismo celular
apresentado pelo fungo, e seguramente favorecem a infec¢do do P. brasiliensis.

O contato inicial entre propagulos infectantes do fungo e o hospedeiro ocorre
nos alvéolos pulmonares. No estudo da PCM, tem-se observado que diferentes
isolados de P. brasiliensis apresentam comportamentos diferenciais de infeccao
(Silva et al., 2001), e que, supostamente, estas alteracdes sdo decorrentes de
modificacdes ocorridas no arranjo de componentes da parede celular do fungo
(Hana et al., 2000).

A gps3, 0 antigeno diagnostico da PCM, foi apontada como a principal
molécula envolvida no mecanismo que estabelece adesdo de P. brasiliensis a
componentes da matriz extracelular de células epiteliais de mamifero (Vicentini et
al., 1994; Vicentini et al., 1997; Shikanai-Yasuda et al., 1997; Kurokawa et al., 1998).

A capacidade invasia do P. brasiliensis constitui um evento multifatorial, que,
na maioria das vezes, depende tanto dos mecanismos adaptativos do patdégeno
(Brummer et al., 1994; Mendes-Giannini et al., 1994), como do sistema de defesa do
hospedeiro, representado basicamente por neutréfilos e fagocitos mononucleares
(Peryssu 1962; Restrepo et al., 1975; Goihman-Yahr et al., 1990). Outro fator
também importante e que pode ser determinante no desenvolvimento da PCM é a
capacidade genética do hospedeiro, que ird determinar que tipo de resposta imune
deverd ser estabelecida. Outro grupo de mediadores que, supostamente, estéo
envolvidos no mecanismo de interacdo do P. brasiliensis a células do sistema imune

séo as fragbes Fc de imunoglobulinas e receptores do sistema complemento.
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O modelo aqui utilizado é o resultado de estudos prévios que permitiram o
estabelecimento do perfil de infec¢cao do fungo em células LLM-CKj, Vero e CCL-6 in
vitro (Silva et al., 2001). Observamos que a interacdo entre células CCL-6 e o
isolado Pbig do fungo era a mais adequada para este tipo de abordagem
experimental. Desta interagdo os eventos de adesé&o internalizacdo e multiplicacao
do patégeno sao conspicuamente observaveis. Trabalhos ultraestruturais
subsequentes utilizando o modelo, realizados por Jorge et al., (2004), mostraram
gue o fungo cresce em intimo contato com a célula CCL-6 hospedeira e raramente
ocasiona a lise celular. A validade do modelo de infeccao artificial em monocamadas
de células CCL-6 foi aferida nos trabalhos de Lyon et al., (2004), que testou isolados
clinicos recentes de pacientes apresentando quadros de paracoccidioidomicose
diversos e observou que isolados de pacientes, aparentemente, com doenca mais
severa, também possuiam mais eventos de adeséao e intrnalizacdo em células CCL-
6.

MEDIADORES DE ADESAO CELULAR

Varias sdo as moléculas descritas como importantes mediadores da adesao
celular, tais como: intgrinas, fibronectina, vitronectina, laminina, carboidratos e
lectinas. Essas moléculas sdo expressas na superficie de varios tipos celulares, com
funcdes na adeséao célula-célula e célula-matriz extracelular. O evento de adeséo € o
passo inicial para a colonizacdo e estabelecimento definitivo de um organismo em
seus hospedeiro, sendo também importante na efetivacdo de outros eventos
biologicos como: morfogénese, crescimento, organizacdo estabilidade tecidual,

inflamacéo e resposta do hospedeiro as infec¢des (Hynes et al., 1987).
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INTEGRINAS

Integrinas sdo glicoproteinas transmembrana, compostas por dois
heterodimeros, a e B, ndo covalentemente ligados, associadas por um dominio
globular amino terminal (Smith et al., 1988). Essas moléculas foram inicialmente
isoladas de fibroblastos de embrido de aves e e células de mamiferos, e mais
recentemente, de alguns fungos (Corréa et al., 1996), protozoarios e plantas. Muitos
tipos celulares expressam varios tipos de integrinas que reconhecem ligantes de
superficie celular e matriz extracelular (EMC). Apresentam func¢des importantes na
diferenciacdo e comunicacao celular. As subunidades (a e B) exibem um grande
dominio extracelular, rico em cisteina, e outro pequeno dentro do citoplasma,
contendo residuos de tirosina e um sitio de fosforilagdo de tirosina quinase (Hynes
1987).

Estruturalmente, as subunidades [ de todas integrinas séo similares,
apresentando sequéncias homologas de aminoacidos, muitos residuos de cisteina
organizados em quatro unidades repetidas. Quanto as subunidades a, essas sao
compostas por uma cadeia leve e uma pesada, ligadas por pontes de dissulfeto,
contendo um curto dominio citoplasmatico carboxilico terminal e um grande dominio
extracelular (Hhemler et al., 1990; Albelda et al., 1990).

A adesdao celular mediada por integrinas € um processo que requer energia e
€ depende de cations divalentes extracelulares (Diamond et al., 1994). Algumas
integrinas requerem inicialmente ativacdo para posterior aderéncia e ancoragem a
ligantes especificos na matriz extracelular. Essa ativacdo induzmudancas na
conformacdo da integrina, 0 que ocasiona sua conexdao com proteinas do
citoesqueleto tais como vinculina, talina, actina e a-actina (Horwitz et al., 1986).

As principais funcdes biologicas definidas e conhecidas das integrinas sdo o
reconhecimento célula-célula, célula-matriz extracelular, ancoragem estavel de
guerationécitos sobre a membrana epidérmica basal, movimentacdo de leucdcitos
através do endotélio e diferenciacdo celular. A distribuicdo e atividades das
integrinas podem ser reguladas por uma dinamica bidirecional através da membrana
plasmatica, ou por mudancas em sua conformacéo (Humphries et al., 1998).

Algumas integrinas foram identificadas por sua habilidade de ligar-se a
glicoproteinas da matriz extracelular que, na maioria das vezes ocorrem através de

um sitio contendo uma sequéncia peptidica arginina-gglicina-acido aspartico (RGD)
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(Hynes 1987). Um segundo residuo comum, denominado (LDV) foi caracterizado
como um sitio ativo na adesédo de imunoglobulina com integrinas. Diferente da RGD,
que € invariante em sua sequéncia, o peptideo LDV varia em torno de um
consensus limitado. Estes ligantes estdo presentes em varias estruturas celulares,
entre elas, as moléculas de fibronectina, vitronectina, colageno etc.

Fibronectinas sdo glicoproteinasque estdo envolvidas em uma ampla
variedade de propriedades celulares, particularmente aquelas envolvidas na
interacdo de células com a matriz extracelular. Estas propriedades incluem, adeséo
celular, morfogénese, organizacdo do citoesqueleto, migragcédo, diferenciagao,
transformacgao oncogénica, fagocitose e hemostasia (Hynes et al., 1982).

Em animais, a fibronectina é encontrada em fluidos do corpo, na matriz do
tecido conectivo mole e na maioria das membranas basais, sendo sintetizadas por
uma ampla variedades de células. Fibroblastos e células endoteliais s&o as maiores
produtoras, mas muitos outros tipos celulares, incluindo algumas células epiteliais,
sintetizam fibronectina em baixos niveis. Existem basicamente dois tipos de
fibronectina, uma celular e uma outra plasmatica. A celular € encontrada em
multiplas formas, entretanto, sdo muito similares quanto a estrutura e propriedades.
A plasmatica existe como uma proteina solavel, enquanto que a aparéncia tipica da
fibronectina celular € semelhante a uma matriz extracelular (Hynes et al., 1982).

Com base em suas propriedades, sdo moléculas assimétricas, consistindo de
duas sub-unidades similares e idénticas de peso molecular entre 20 a 220 kD,
unidas por ponte de dissulfeto préxima ao seu terminal carboxilico. Analises
biofisicas indicam que embora a molécula como um todo seja flexivel, contém um
dominio globular compacto (Alexander et al., 1978; Alexander et al., 1979). Uma
importante caracteristica de fibronectinas € sua capacidade de interagir com varias
macromoléculas ocasionando adesdo célula/célula, célula/substrato (plastico,
colageno, gelatina e fibrina), crescimento celular e regulacdo de diferenciacéo
celular (Grinnell 1978).

Estruturalmente as fibronectinas (plasmatica e celular) sdo moléculas
delgadas e alongadas, com regifes flexiveis, embora, em algumas situacoes,
possam apresentar-se globulares (Engel et al., 1981; Erickson et al., 1981). A regiéo
polipeptidica flexivel da fibronectina, local que contém sitios de ligacdo especificos,
€ susceptivel a clivagem da glicoproteina por proteases. Essa proteina contém
aproximadamente 5% de carboidratos, que sdo exclusivamente oligossacarideos

ligados a residuos de asparagina (Hynes et al., 1982).
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Outro ligante de integrinas, a vitronectina é uma glicoproteina multifuncional
presente no sangue e na matriz extracelular (EMC). Liga-se a glicosaminoglicanas,
colageno, complemento, heparina e ao complexo trombina/antitrombina, a receptor
de urokinase e estabiliza a conformacgéo inibitéria do inibidor-1 de ativacdo do
plasminogénio. Por estar localizada na matriz extracelular e por ligar-se ao inibidor
de ativagdo do plasminogénio, vitronectina pode potencialmente regular a
degradacdao proteolitica da MEC (Schvartz et al., 1999).

Além do segmento amino terminal idéntico ao da somatomedina-B,
vitronectina possui uma sequéncia RGD (Arginina-Glicina-Acido aspartico), que
media adesdo da célula a matriz extracelular, via receptores especificos de
integrinas. Adjacente a sequéncia RGD, normalmente, a molécula apresenta dois
residuos de sulfato de tirosina. Esse segmento esta envolvido na ligacdo de
vitronectina ao complexo trombina/antitrombina Ill, e na neutralizacdo de parte de
seu dominio policional, presente no grupo carboxilico terminal. Vitronectina adere ao
colageno, especificamente, por meio de grupos funcionais de duas regides, uma
adjacente a sequéncia de RGD e outra proxima ao dominio de ligacdo a heparina.
Possui duas sequéncias para fosforilagdo de proteinas quinases C (Schvartz, et al.,
1999).

Sendo uma proteina predominantemente encontrada no plasma sanguineo,
ela é presumivelmente estabilizada por interacdes iGnicas entre seus segmentos
polianibnicos e policatibnicos. Entretanto, no sangue humano, ela pode ser
encontrada sob as formas de cadeia Unica e cruzada com duas cadeias (Seiffert,
1997).

Sua funcao biologica € fornecer um elo regulador entre a adesao celular e a
protedlise fisiologica. Ela estd ancorada a matriz extracelular via colageno ou a
dominio de ligacdo a heparina, promovendo adesao celular, crescimento e migracao
por interagir com integrinas tipo avf3 (Hess et al., 1995). A adesdo celular via
vitronectina, leva ao estabelecimento de um complexo mecanismo de sinalizacédo
gue ocasiona a reorganizacao do citoesqueleto, o transporte de ions intracelulares, o
catabolismo de lipidios e a expressao génica (Meredith et al., 1996). A vitronectina
também age como inibidor das reacfes citoliticas do complexo terminal do
complemento e perforina, bem como na formacdo e dissolugdo de coagulo
sanguineo. Sua fosforilagcdo é um evento inicialmente detectado em resposta a
estimulagdo mitogénica, assim levando a ativacdo da via transducional por proteina

quinase (Schvartz et al., 1999).
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Lamininas sdo glicoproteinas da matriz extracelular (EMC), importantes no
desenvolvimento e manutencdo da organizacdo celular. Suas funcdes estao
relacionadas a estimulacdo de crescimento, diferenciacdo e mediacdo da
comunicacdo celular. Ela € a primeira proteina da EMC detectada durante a
embiogénese, modulando a adeséo celular e mantendo os estagios de diferenciacao
de células epiteliais e endoteliais (Beck et al., 1990). Laminina foi inicialmente
isolada de tumor de Engelbreth Holm-Swarm (EHS) e de depdsitos extracelulares de
células de carcinoma de camundongo (Chung et al., 1979).

A estrutura usual dessa glicoproteina € em forma de cruz, sendo trés bracos
curtos e aparentemente idénticos e um longo (Engel et al., 1981). Dois dos trés
bracos curtos contém regides globulares centrais e terminais, separadas por uma
estrutura semelhante a um bastdo, enquanto o braco longo flexivel, e contém uma
regido globular adicional (Beck et al., 1990).

Laminina exibe uma variedade de atividades biologicas, incluindo adesao
celular, crescimento, diferenciacdo de varios tipos celulares e pode estabelecer
multiplas interacdes entre componentes da membrana basal de varios tipos
celulares (Timpl et al., 1986). Interessantemente, a glicoproteina diagnostica gp,z de
P. brasiliensis apresenta a capacidade de se ligar a laminina. Acredita-se que essa
glicoproteina possa atuar como um mecanismo de reconhecimento/adeséo (Vicentini
et al., 1994).

CARBOIDRATOS

Além de sua funcdo estrutural, carboidratos sdo o0s principais substratos
envolvidos em processos bioquimicos organicos, como a glicolise, fermentacéo
alcodlica e lactica. Sdo fundamentais nos processos de obtencdo de energia para
fungos, bactérias e animais. Sao substancias eminentemente energéticas para os
organismos, entrando nos processos bioquimicos de oOxido-reducgdo. Carboidratos
servem como elementos estruturais, encontrados nos organismos humanos livres ou
combinados a proteinas (glicoproteinas). Entram também na composicdo da
membrana citoplasmatica, nucleo, organelas celulares, sendo substancias de

destacada importancia biologica.
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Muitos carboidratos encontrados na natureza ocorrem como polissacarideo
de sitio peso molecular. A hidrélise completa de um polissacarideo por enzimas ou
acidos especificos produz monossacarideos e ou derivados de monossacarideos. D-
glicose, D-manose, D-frutose, D e L-galactose D-xilose e D-arabinose sdo as
unidades monossacaridicas mais prevalentes em polissacarideos. Os derivados
monossacaridicos comumente encontrados como produtos da hidrélise de um
polissacarideo natural sdo D-glicosamina, D-galactosamina, acido D-glicurénico,
acido N-acetiimuramico e acido N-acetilneuramico. Polissacarideos tipicos
encontrados na parede celular de fungos denominados de glucanas diferem de
outros polissacarideos, quanto ao arranjo das unidades repetidas de
monossacarideos, tamanho de sua cadeia e o grau de ramificacdo. Eles séo
divididos em homopolissacarideos, que consistem de uma Unica unidade
monomerica, e heteropolissacarideos, que contém duas ou mais unidades
monomericas diferentes (Lehninger 1971).

Reconhecidamente, carboidratos sdo moléculas presentes na superficie de
varios tipos celulares. Servem como ponto de aderéncia entre células/célula, em
infeccbes envolvendo microrganismos, toxinas, horménios e outras moléculas e
geralmente estdo associados a proteinas do soro, a matrix extracelular e lipideos na
superficie celular. Carboidratos também sdo encontrados associados a proteinas no
interior de muitas células, dentro do nucleo e no citoplasma (Drickamer 1988).
Aproximadamente 80% da parede dos fungos é formada de carboidratos, dispostos
em polimeros ramificados e ndo ramificados sob a forma de glucanas, mananas e N-
acetil-glicosamina (Chaffin et al., 1998).

Dentre as func¢Bes bioldgicas relacionadas aos carboidratos convém citar a
adesdo celular, adesdo de célula a matriz extracelular, reconhecimento de
receptores de superficie celular, modulador de diferenciacdo e determinantes

antigénicos (Drickamer, 1988).

LECTINAS

Lectinas sao proteinas ndo enzimaticas, de origem nao imune, que
seletivamente se ligam a carboidratos especificos e estdo presentes na maioria dos

seres vivos. Elas foram originalmente isoladas de plantas, onde s&o encontradas em
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grandes quantidades em muitas sementes. Inicialmente, as lectinas foram descritas
como glicoconjugantes que de um modo similar a interacdo antigeno-anticorpo,
aglutinavam células ou formavam precipitados. Entretanto, muito embora as lectinas
possam aglutinar alguns tipos celulares, esse evento ndo é um pré-requisito
necessario na classificacdo dessas proteinas, uma vez que algumas ndo possuem

essa capacidade (Hynes et al., 1982).

Varios eventos de reconhecimento celular s&o modulados por lectinas. Mais
recentemente, as lectinas foram demonstradas em muitos outros organismos,
incluindo mamiferos. Algumas delas ocorre na superficie celular e séo idealizadas
como estando envolvidas no reconhecimento celular. Deste modo, lectinas se ligam
as glicoproteinas da superficie celular, proteoglicanas e glicolipides. Elas sé&o
amplamente usadas como ferramenta bioquimica na biologia celular para localizar e
isolar moléculas da membrana plasmatica contendo acucar (Alberts et al., 1989).

Varias funcdes bioldgicas séo atribuidas as lectinas, entre elas: capacidade
de aglutinacéo a eritrgcitos, plaquetas e linfocitos, identificacdo de carboidratos de
superficie que agem como receptores de adeséo celular (Andrews et al., 1999) etc.
As lectinas sdo semelhantes entre si quando comparadas suas propriedades fisico-
guimicas, embora sejam diferentes na especificidade para carboidratos. Elas
consistem de duas ou quatro subunidades, com massa molecular relativa de 30
KDa, cada uma contendo um sitio de aderéncia a carboidratos. A interacdo com o

acucar requer a participacdo de ions de calcio e magnésio (Yamamoto et al., 2000).
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OBJETIVO GERAL

Catacterizar “in vitro” mediadores moleculares importantes no processo de

infeccdo de Paracoccidioides brasiliensis em células de mamiferos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar a participacdo a capacidade de carboidratos e proteinas em atuar
como mediadores de adeséao do P. brasiliensis a células epiteliais CCL-6 em cultura.

Investigar a presenca de receptores semelhantes a carboidratos e a integrinas

em células leveduriformes do P. brasiliensis.

Determinar os efeitos biolégicos do sobrenadante de cultura do P. brasiliensis

em mediar sua adesao a células epiteliais CCL-6.

Estabelecer a natureza e estrutura quimica de moléculas secretadas pelo P.

brasiliensis com atividade em reduzir sua aderéncia a células CCL-6.
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ISOLADO DE Paracoccidioides brasiliensis E CELULAS
HOSPEDEIRAS HENLE-407 (ATCC-CCL-6)

Paracoccidioides brasiliensis 18 (Pbig) € um Isolado fangico obtido a partir de
espécime clinico de paciente com paracoccidioidomicose e mantido rotineiramente
no Laboratério de Mecanismos Gerais de infec¢cdes Fungicas, do Departamento de
Microbiologia, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) — UFMG, através de repiques
suscessivos em meio Fava-Neto ou RPMI.

HENLE-407 (ATCC-CCL-6) — Célula epitelial obtida a partir de tecido
embrionario do intestino humano sadio. Linhagem cedida gentilmente pela Dra.
Judith A. Appleton do Colégio de Medicina Veterinaria — Universidade de Cornell —
USA.

MANUTENCAO DE P. brasiliensis EM CULTURA

O isolado Pb;g foi mantido em fase leveduriforme em meio de cultura semi-
sélido Fava Neto (Fava Neto, 1961). ApOs repiques sucessivos, geralmente feitos
em duplicata, tubos contendo o fungo foram mantidos a 37 °C por periodos variando
entre 15 a 20 dias, dependendo do crescimento por ele apresentado. Quando as
colénias fungicas apresentavam um padrdo bom de crescimento, elas foram
preservadas a 4 °C sob uma camada de 6leo mineral.

Antes dos experimentos de interacao, o isolado em crescimento exponencial,
mantido em meio Fava Neto foi transferido para o meio RPMI 1640 (R-6504-Sigma),
suplementado com 0,016 M de HEPES (Atlanta), Bicarbonato de Sdédio 0,02 M
(Synth), 10% de Soro Fetal Bovino inativado (Nutricell) e 60 mg de Gentamicina
(Ariston), e mantidos sob agitacdo e 130 g por 7 dias. Para obtencdo de
sobrenadantes de cultura do fungo, o isolado foi cultivado sob a mesma condicéo
anteriormente descrita, entretanto, em meio (RPMI) sem soro fetal bovino.

O isolado de P. brasiliensis (Pbisg), antes das infecgfes, foi submetido a teste
de viabilidade segundo Calich et al., (1978) com algumas modificagbes. Para tanto,
aliquotas de 500 ul da suspenséo fungica, cultivada em meio de interacdo (RPMI-

completo) foi centrifugada a 5000 g por 10 min. Apés centrifugacdo, o sobrenadante
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foi descartado e o inoculo fungico ressupenso em 400 pl de PBS (0,1 M; pH 7,2). Um
volume de FDA/BE - (FDA - 0.005 mg/ml (Diacetato de flouresceina (IGN
biomedicls), BE — 20 pg/ml (Brometo de etidium — Sigma) foi adicionado a igual
volume de suspensdo fungica e mantido em local escuro por 30 min. ApGs esse
tempo o material foi montado em lamina/laminula e analisado em microscopia de
fluorescéncia (490/520 nm excitagao/emisséo — Olympus BX-41).

Os testes de viabilidade de células CCL-6 foram realizados na presenca de
azul de Tripan a 0,4%. Para tanto, as monocamadas de células foram submetidas
acdo de tripsina e uma aliquota de uma solucdo de 0,4% de azul de tripan foi
adicionada. As células que ap0s o tratamento apresentaram-se pigmentadas de azul

foram consideradas inviaveis e as ndo pigmentadas, viaveis.

MANUTENCAO DA LINHAGEM CCL-6 EM CULTURA

Apo6s descongelamento, linhagem celular hospedeira foi mantida em meio de
cultura RPMI 1640 (R-6504 — Sigma), suplementado com 0,016 M de HEPES
(Atlanta), Bicarbonato de Sédio 0,02 M (Synth), 10% de Soro Fetal Bovino (Nutricell)
e 60 mg/L de Gentamicina (Ariston) em estufa a 37% °C em atmosfera com 5% de
CO,, em garrafas com capacidade de 25 ou 50 ml. A manutencdo das células em
cultura foi realizada através de repiques sucessivos. Para tanto, quando necessario,
as culturas foram submetidas a tripsinizacdo, quantificacdo e a teste de viabilidade
(azul de Tripan a 0,4%). As concentracdes celulares foram estimadas em camara de

Neubauer, e ajustadas para 10° células / ml.

OBTENC}AO DE SOBRENADANTE TOTAL E FRACIONADO DE
CULTURA DE P. brasiliensis

O isolado de P. brasiliensis em fase exponencial foi mantido sob condi¢cdes de
cultivo em meio RPMI 1640 sem soro fetal bovino por 7 dias. Apés esse tempo as
suspensdes fangicas foram aliquotadas em tubos Falcon de 50 ml e centrifugadas a
10.000g por 10 min a 25 °C. O sobrenadante obtido foi filtrado em membrana
Millipore 0,2 um. A fracdo protéica do sobrenadante foi obtida por precipitacdo em

sulfato de amonio a 80%. As fracdes protéicas e ndo protéica do sobrenadante
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foram submetidas a dialise contra PBS 0.1 M por 48 h com substituicdo do tampéao 2
vezes ao dia. Os volumes finais ap0s as didlises foram reduzidos em 10 vezes
através de didlise contra PEG/6000 cristalino (polietilenoglicol-6000-Synth). Estas
fracOes foram mantidas em freezer a -20 °C até utilizagdo nos experimentos.
Proteinas totais do fungo foram obtidas em presenca de nitrogénio liquido
(N2). Para tanto, células leveduriformes foram masceradas em presenca de N,
seguido da ressuspensédo em tampao de extragcédo (Tris-HCL 50 mM pH 7,4, 0,1 %
PMSF, 0,05% de NaN3, Acido citrico 1 mM, EDTA 0,01%) segundo Corréa et al.,
(1993). O mascerado de células fungicas foi filtrado em membrana esterilizante com

0,22 pum de porosidade.

DOSAGEM DE PROTEINAS

Proteinas obtidas de sobrenadantes de cultura liquida e de células totais de
P. brasiliensis foram dosadas segundo método estabelecido por Bradford (1976).
Para tanto, as amostras de proteinas foram postas em placa de microtitulacéo,
diluida na proporcdo de 1:10. Para a estimativa da concentracdo protéica, a
absorbancia medida na amostra foi interpolada contra a equacdo de concentr¢ao
obtida pela regressdo de absorbancia obtida de uma solucdo padrdo cuja
concentragdo variou de 10 pg/ml até 1 mg/ml. As concentracdes de proteinas foram

estimadas em programa Labsytems Genesis V2.16, em filtro de 595 nm.

PRODUCAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-gp43

Camundongos da linhagem Swiss, antes da inoculacéo de hibridomas (17-D —
secretor de IgG anti-gp43), cedido gentiimente pela Prof2 Dra. Patricia Silva
Cisalpino do Departamento de Microbiologia ICB/UFMG, foram sensibilizados com
0leo mineral estéril. Para tanto, 0,5 ml do 6leo foram introduzidos na cavidade
peritoneal dos animais. Apés 7 dias de sensibilizados, 0,5 ml de suspensao celular
de hibridoma 17-D a uma concentracdo de 5 x 10°ml, previamente mantido em

cultura, foram inoculados na cavidade peritoneal dos animais.



35

Os animais foram observados diariamente até apresentarem completa
dilatacdo do abdomen. A obtencdo do liquido ascite foi realizada por puncdo da
cavidade abdominal do animal, pela utilizacdo de uma agulha com dimensdes de 1,2
mm X 25 mm. O material obtido foi centrifugado a 1000 x g por 5 min. Os
sobrenadantes, contendo os anticorpos, foram aliquotados e mantidos a -20°C. Os
hibridomas obtidos do liquido ascite, em sua maioria, foram novamente inoculados
em outros animais previamente sensibilizados ou ressuspendidos em meio RPMI e
mantidos em cultura até posterior congelamento em N liquido.

Um outro anticorpo utilizado nos testes imunicitoquimicos (anticorpo policional
anti-Pb-total obtido de coelho) foi cedido gentilmente pelo Prof. Dr. Alfredo Goes, do
Departamento de Bioquimica e Imunologia — ICB/UFMG.

INTERACAO DE P. brasiliensis COM CELULAS CCL-6

Antes das interacdes, os tipos celulares envolvidos nas infec¢des tiveram
suas concentracoes celulares estimadas e submetidas a teste de viabilidade como
anteriormente descritos. As concentracdes adequadas de células viaveis
necessarias as interacdes foram definidas em percentuais acima de 85% para o
fungo e 95% para as células hospedeiras. A proporcédo de células do fungo para
células hospedeiras foi de 1:10. O processo de interacdo consistiu da inoculacdo de
2 ml da suspensado fungica sobre monocamadas de células CCL-6 cultivadas em
laminulas 24 X 24 mm em placas com 6 pocos. O tempo de interacdo nos

experimentos de modulacdo de adeséao foi de 6h.

ENSAIO DE IMUNOLOCALIZACAO

Monocamadas de células CCL-6 com propagulos de P. brasiliensis aderidos
foram inicialmente fixadas como anteriormente descrito. Apés fixacdo, laminulas com

interacOes celulares foram tratadas com soros anti-Pb-total de coelho e anti-gp43 de
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camundongo diluidos respectivamente a 1/100 e 1/10, suplementados com 5% de
BSA (Sigma) a temperatura ambiente por 3h. Os preparados foram lavados 3 vezes
em PBS (0,1M, pH 7,2) e incubados com anticorpos anti-IlgG de coelho e
camundogo respectivamentes conjugados com FITC (Sigma) diluido 1:20,
suplementado com 5% de BSA por 3h. As observacbes das interacdes foram
realizadas em microscopia fluorescente (490/520 nm excitagdo/emissdo — Olympus
BX-41). Quando necessario, as células marcadas foram fotografadas por meio de

um sistema de analise de imagens acoplado ao microscopico.

MODULACAO DE ADESAO MEDIANTE O USO DE CARBOIDRATOS

Os carboidratos D-manose, N-acetil-glicosamina, D-glicosamina, D-
galactosamina, D-fucose e sorbitol foram adicionados ao meio de interagdo. As
concentracfes dos acucares utilizadas foram 25, 50 e 75 mM para D-manose, N-
acetil-glicosamina, D-fucose e sorbitol e para D-glicosamina, D-galactosamina foram
5,10 e 25 mM.

Os peptideos GRGDSPK (glicina, arginina, glicina, acido aspartico, serina,
fenilalanina e lisina) GRGDTP (glicina, arginina, glicina, acido aspartico, treonina e
fenilalanina) e GRDGS (glicina, arginina, acido aspartico, glicina e serina) — Phoenix
Pharmaceuticals, Inc) foram utilizados na concentracdo de 500 pg/ml, no tratamento
de inéculos do fungo, por 1 h antes das interacfes. Apos 6 h de interacdo as
laminulas contendo as preparacdes foram fixadas em paraformaldeido a 4% e
gluteraldeido a 2,5% por 1 h, para posterior observacao.

Células leveduriformes de P. brasiliensis foram também tratadas com
anticorpos monoclonal anti-gp43 e policlonal Pb-total diluidos nas proporcdes de
1:10 e 1:100, respectivamente, em meio RPMI, por 1 h. Apdés esse tempo, as
suspensdes fungicas foram centrifugadas a 5000 g por 8 min. Os sobrenadantes
foram descartados e os indculos do fungo ressuspendidos em volume igual ao inicial
em RPMI. Aliquotas de 300 pl dessas suspensdes foram adicionadas a pocos de
placas de microtitulacdo, contendo as monocamadas de células hospedeiras
aderidas em laminulas circulares com 13 mm de diametro. Apds 6 h, as laminulas
foram retiradas, lavadas 3 vezes em RPMI e fixadas como anteriormente descrito.

Os eventos de adesdes foram analisados contados em microscopio 6tico.
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MARCACAO DE CELULAS DE P. brasiliensis COM LECTINAS
FLUORESCENTES

Células leveduriformes de P. brasiliensis foram tratadas com as lectinas
(Wheat germ agglutin (WGA), Concanavalina A (ConA), Arachis hypogea (PNA) and
Glycine Max (SBA) — EY Laboratories, Inc — Califérnia, USA) marcadas com FITC —
EY Laboratories, Inc, Califérnia — USA), na concentracdo de 100 pg/ml diluida em
RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino e 0,0005% de Mg?* e Ca® por 1 h
ao abrigo da luz e a temperatura ambiente. ApGs esse temo as células fangicas
foram lavadas 3 vezes e RPMI e observadas para fluorescéncia (Olympus BX-71 —
filtro WB).

AS ceélulas do fungo, marcadas com lectinas foram fotografadas por meio de
um sistema de analises de imagens acoplado ao microscopico (OLYMPUS BX-71-
filtro WB).

MARCACAO DE P. brasiliensis COM ANTICORPOS ANTI-
INTEGRINAS FLUORESCENTES

Células leveduriformes de P. brasiliensis, mantidas em cultura por 7 dias em
meio RPMI suplementado com soro fetal bovino a 10%, foram tratadas com
anticorpos monoclonais anti-CD18 de camundongo e humano (cedidos gentilmente
pelo Prof. Mauro Martins Teixeira do Depto. de Bioquimica e Imunologia —
ICB/UFMG) e policlonais anti-integrina 3, de caprino (Santa Cruz Biotechnology, Inc)
e B1 de coelho (cedidos gentilmente pelos Profs. Gregory Thomaz Kitten do Depto.
de Morfologia ICB/UFMG e Erna Geessien Kroon do Departamento de Microbiologia
ICB/UF/MG, respectivamente. Os anticorpos foram , diluidos 1/50 em PBS (0,1 M)
acrescido de 5% de BSA e incubados por 3 h 4 °C com as células leveduriformes.
Apds esse tempo as células fungicas foram lavadas 3 vezes em PBS e uma
segunda incubacdo foi realizada em presenca de anticorpos anti-IgG de
camundongo — Sigma, anti-IlgG de caprino — Santa Cruz Biotechnology, Inc e anti-

IgG de coelho — Sigma, diluidos respectivamente para 1/150, 1/300 e PBS 0,1 M



38

acrescido de 5% de BSA, por 3 h a 4 °C. As células marcadas foram observadas

para fluorescéncia (Olympus BX-71-filtro WB).

ENSAIO DE INIBICAO DE ADESAO DE P. brasiliensis EM CELULAS
CCL-6

Monocamadas de células hospedeiras foram tratadas com sobrenadante total
e fracionado (porcéo protéica e nao protéica) diluidos (vol/vol) em meio RPMI sem
soro fetal bovino, por 2 h. ApGs esse tempo, as monocamadas foram lavadas 3
vezes em meio RPMI estéril. Os inoculos do fungo e das células hospedeiras
utilizados nas interacdes foram ajustados como descrito anteriormente. Apos 6 h de

interacdo, laminulas com o material foram retiradas e fixadas em solugéo fixadora.

FIXACAO DAS INTERACOES CELULARES ENTRE CELULAS
HOSPEDEIRAS E P. brasiliensis

Apbs términos dos tempos de infec¢des previamente estabelecidos, laminulas
contendo as interacdes celulares foram retiradas dos pocos das placas de cultura,
lavadas em meio RPMI e tratadas em solucéo fixadora (paraformaldeido a 4% e
gluteraldeido a 2,5 %). O tratamento basicamente consistiu em verter as laminulas
sobre 150 pl da solucédo fixadora por 1 h. O material fixado foi mantido em PBS
(0,1M; pH 7,2) suplementado com 0,005 % de azida sédica em placas de culturas

até posterior analises das interacoes.
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ANALISES MICROSCOPICAS DAS INTERACOES CELULARES

Ap6s 6h de infeccdo, laminulas contendo os tipos celulares envolvidos nas
interacOes foram retiradas dos pocos de placas de culturas e lavadas 3 vezes em
RPMI e fixadas em paraformaldeido e glutaraldeido por 1h. Apés fixacdo foram
mantidas em PBS a 0,1 M com 0,005% de azida sédica. Analises posteriores das
interacdes foram realizadas em microscépio 6ptico invertido (OLYMPUS BX-71), em
contraste de fase. Foram analisados 50 campos aleatérios por laminulas e as
contagens feitas em triplicata.

CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

A fracdo nao protéica, obtida a partir do sobrenadante de cultura liquida de P.
brasiliensis, foi submetida a cromatografia de afinidade em coluna de gel de
Sepharose com Concanavalina-A imobilizada (Pharmacia Biotech, Lote-71-7077-00
— Edition AC). Apés montagem da coluna, 1 ml da amostra foi aplicado a coluna de
cromatografia. A eluicdo do material ligado a ConA foi realizada por uma solucao de
Methyl-a-D-Mannopyranosyl a 100 mM (Sigma) em tampao Tris-HCI 20 mM
contendo 0,5M de NaCl, 1 mM?*" e 1mM de Ca** pH 7.0. As fracbes obtidas antes,
durante e apos cromatografia foram analisadas em espectofotometria em
comprimento de onda entre 200 e 350 nM com absorvancia maxima de 1000 A (UV-
VIS - Spectrophotometer — UV-1201 - SHIMANZU). Apo6s as andlises
espectofotométricas as porcdes coletas foram submetidas a dialise contra tampao
Tris-HCL 20 mM contendo 15 mM de NacCl.

CROMATOPLACA

Apos formacdo de uma camada de silica gel previamente ativada a 100 °C em

placa de vidro de 5 X 12 cm, 2 aliquotas de 50 pL da amostra de proteina obtida do
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sobrenadante de cultura de P. brasiliensis foram aplicadas em 2 pontos, na
extremidade da placa, para deslocamento por capilaridade. Apdés cromatografia, os
cromatogramas foram pulverizadas com Reagente de Jones — (264 g de Tridxido de
cromo dissolvidos em 400 mL de agua destilada e adicionado de 230 mL de H,SO,4
concentrado. A solugdo formada foi diluida para 1000 mL com agua destilada), para
a deteccdo de carboidratos ou glicosideos ou com o Reagente de Dragendorff —
(Solucéo A: Nitrato basico de bismuto (1,7 g) dissolvido em solucao de acido acético:
agua na proporcao de (1,4); Solucdo B: Solucdo aquosa de iodeto de potassio a
40%, solucéo final utilizada na pulverizagéo: 5,0 mL de A; 5,0 mL de B; 20,0 mL de

acido acético e 70,0 mL de agua) para deteccao de alcalbides e peptideos.

RESSONANCIA  MAGNETICA NUCLEAR DA  MOLECULA
SECRETADA PELO P. brasiliensis EM CULTURA

Os espectros de RMN de *H, RMN de **C foram obtidos em espectrémetros
da Bruker modelos DX -200 (200MHz) e DRX-400 (400MHz) linha AVANCE,
(Departamento de Quimica — ICEX — UFMG).

ESPECTROMETRIA NO INFRAVERMELHO DA MOLECULA

SECRETADA PELO P. brasiliensis EM CULTURA

Os espectros foram obtidos em equipamentos Shimadzu/IR-408. A amostra

foi analisada em pastilhas de KBr, (Departamento de Quimica — ICEX — UFMG).

ANALISE ESTATISTICA

Os estudos comparativos das cinéticas de infecgbes em funcéo da utilizacdo
dos competidores de inibicdo de adesao foram realizados pelo teste t de Student,

dentro de significancia P < 0,05.
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INTERACAO P. brasiliensis E CELULAS CCL-6

Células de P. brasiliensis ndo aderidas a monocamada apresentaram a
morfologia tipica de roda de leme (Figura 12). Quando aderidas, por outro lado,
células de P. brasiliensis apresentaram multiplos brotamentos alongados (Figura 1b)
e, nao raro, estes prolongamentos aparentemente se projetavam sob a
monocamada de células CCL-6 (seta Figura 1b). A presenca de prolongamentos do
fungo no interior da monocamada foi melhor visualizadas pelo tratamento das
preparagcdes com anticorpos anti- P. brasiliensis fluorescentes (Fig. 1c). Observou-se
que os propagulos externos apresentaram-se fluorescentes como o esperado.
Entretanto, boa parte dos prolongamentos ndo apresentaram-se fluorescentes em
decorréncia da inacessibilidade do anticorpo florescente as estruturas fangicas
internalizadas na monocamada. E importante ressaltar que ndo se observou les&o

na monocamada no periodo de 6 h de observacao.
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Figural: Fotomicrografias no modo Nomarsky de células de P. brasiliensis aderidas
ou ndo em monocamadas de células CCL-6, ap0s 6 h de inoculagdo. a)
Célula de P. brasiliensis ndo aderida. B) células fungica aderidas com
estruturas internalizadas (seta) e c¢) células aderidas tratadas com anticorpo
anti-Pb-total fluorescente. Note a marcacao fluorescente de propagulos
externos (seta) e brotamentos internalizados (cabeca de seta) nao

fluorescentes. Barra = 10 pum.
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INIBICAO DE ADESAO DO P. brasiliensis EM CELULAS CCL-6 PELO
USO DE CARBOIDRATOS

Para investigar o efeito de monossacarideos em competir por receptores na
interacdo de P. brasiliensis a células CCL-6, Sorbitol, N-acetil-glicosamina, D-
manose e D-fucose foram adicionados ao meio de interacdo. Quando da adicao de
sorbitol, ndo se observou modificacbes na quantidade de propagulos de P.
brasiliensis aderidos as células hospedeiras em relagcdo ao observado para as
células sem a adi¢cdo do acucar. Tratamentos com N-acetil glucosamina, D-manose
e D-fucose, por outro lado, diminuiram significativamente a adesao de P. brasiliensis
a monocamada (Figura 2). A diminuicdo da adeséo foi dose dependente e nao foi
observado, nas concentragcbes testadas, nenhuma alteracdo nas monocamadas

devido a presenca dos agucares.
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Figura2. Numero de eventos de adesdo por campo microscépico de
propagulos de P. brasiliensis a monocamada de células CCL-6
apo6s o tratamento com monossacarideos. Sorbitol (barras pretas),
D-manose (barras achuradas horizontais), D-fucose (barras
brancas) e N-acetil glucosamina (barras achuradas transversais).
Os valores sobre as barras referem-se aos percentuais de inibicdo
da adesdo do fungo a monocamada. As médias e desvio padréo

sao representativas de 3 repeticoes.
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Os acucares D-glicosamina e D-galactosamina, nas concentracdes de 50 e
75 mM, induziram a morte das células da monocamada, entretanto nas
concentracbes de 5, 10 e 25 mM, as células mostraram viabilidade similar ao
controle (dados ndo mostrados). Nas concentragfes nao letais, estes carboidratos
diminuiram os eventos de adesédo em relacdo ao controle, na ordem de 30% e 40%

respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Numero de eventos de adesdo por campo microscopico de
propagulos de P. brasiliensis a monocamada de células CCL-6
apos o tratamento com os monossacarideos D-galactosamina ( H)
e D-glicosamina (O). Os valores sobre as barras referem-se aos
percentuais de inibicdo da adesdo do fungo a monocamada. As

médias e desvio padréo sao representativas de 3 repeti¢cdes.

MARCACAO DE PROPAGULOS DE P. brasiliensis COM LECTINAS
FLUORESCENTES

O tratamento de propagulos de P. brasiliensis com as lactinas ConA e WGA

conjugadas com FiTC, resultou na marcagéao fluorescente das células leveduriformes
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(Figura 4). O tratamento posterior das células marcadas com as lectinas ConA e
WGA respectivamente com os carboidratos D-Manose e N-acetil-glicosamina na
concentracdo de 100 mM resultou na diminuicdo da fluorescéncia dos propagulos,
indicando que a marcacédo observada era especifica. O tratamento das células do P.
brasiliensis com as lectinas PNA e SBA nao melhorou a marcacdo fluorescente
mesmo quando o nivel de deteccdo de fluorescéncia foi maximizado pelo aumento
do tempo de exposicdo da camera digital. Uma discreta marcacao em células CCL-6
foi evidenciada nos tratamentos realizados com ConA-FITC e WGA-FITC, indicando
a presenca dos haptenos também na célula hospedeiro.

Figura 4. Células de P. brasiliensis apds tratamento com lectinas fluorescentes: a)
Células de P. brasiliensis corada por WGA conjugada com FITC. b)
Células do fungo rotulada por ConA conjugada com FITC. c) Propagulo
aderido a monocamada de células CCL-6 e corado por WGA conjugada

com FITC. Barra = 10 pm.

INIBICAO DE ADESAO DE P. brasiliensis A CELULA CCL-6
MEDIANTE USO DE PEPTIDEOS

Células CCL-6 incubadas com os peptideos GRGDSPK, GRGDTP e GRDGS
ndo apresentaram nenhuma modificacdo morfologica detectavel e mantiveram os

mesmos niveis de viabilidade observados em células néo tratadas, dado nao
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mostrado. Quando da adicdo de propagulos de P. brasiliensis em monocamadas
tratadas com o peptideo GRGDSPK, observou-se uma diminuicdo no numero de
propagulos aderidos na ordem de 72% (Figura 5). Na presenca dos peptideos
GRGDTP e GRDGS os niveis de inibicao observados foram da ordem de 62 e 30%
respectivamente (Figura 5). O tratamento com uma solucdo de BSA 1mM néo
apresentou diminuicdo na quantidade de propagulos aderidos quando comparado ao

controle (Figura 5).
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Figura 5: Numero de eventos de adesdo por campo microscopico de propagulos de
P. brasiliensis a monocamada de células CCL-6 ap0s tratamento com
uma solucdo contendo 500 pg/mL dos peptideos GRGDSPK, GRGDTP e
GRGDS. Os valores sobre as barras referem-se aos percentuais de
inibicdo de adesdo do fungo. As médias e desvio padrdo sdo indicativas

de 3 repeticdes.
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IMUNOLOCALIZACAO DE RECEPTORES SEMELHANTES A
INTEGRINA EM CELULAS LEVEDURIFORMES DE P. brasiliensis

Com o objetivo de evidenciar a existéncia de moléculas semelhantes a
integrina na matriz extracelular do P. brasiliensis, anticorpos monoclonais anti-
integrina CD18 (WT e 6.5E) e os anticorpos policlonais anti-B, e B, foram utilizadas
em um protocolo de imunocitoquimica. O anticorpo anti-CD18 néo reconheceu
nenhuma estrutura nas células leveduriformes de P. brasiliensis. Entretanto, ap6s o
tratamento com os anticorpos a1:3; € B2, observou-se a marcacdo da célula fangica
(Figura 6). Fluorescéncia foi observada na célula mde do P. brasiliensis enquanto os
brotos do propagulo ndo se mostraram fluorescentes. Os dois anticorpos marcaram
a ceélula-mae em regides determinadas, ndo sendo observada uma fluorescéncia
generalizada em toda a célula, indicativo do acumulo do hapteno em regibes

especificas.

Figura 6: Células leveduriformes de P. brasiliensis com pré-tratamento com
anticorpos primarios anti-a11p1 (a) e B2 (b), e pds-tratamento com

anticorpo secundario conjugado com FITC. Barra = 10um.
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INIBICAO DE ADEREENCIA DE P. brasiliensis EM CELULAS CCL-6
MEDIADA POR ANTICORPOS ANTI-gp43 E ANTI-PB-TOTAL

A glicoproteina gp43 € reconhecida como uma importante mediadora de
aderéncia de P. brasiliensis a células epiteliais. Portanto, células leveduriformes do
fungo foram tratadas com anticorpos monoclonal anti-gp43 e policlonal anti-Pb-total
antes da interacdo com células CCL-6. Nas preparacfes tratadas com o anticorpo
policlonal anti-Pb-total observou-se a diminuicdo do indice de adesdo em 52%
enquanto no tratmento com o anticorpo monoclonal anti-gp43 ndo se observou
diminuicdo do indice de adeséo (Figura 7). O anticorpo anti-gp43 foi eficiente no
reconhecimento de leveduras de P. brasiliensis, o que foi evidente quando do
tratamento com o anticorpo anti-Pb-total, como observado na Figura 1.
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Figura7. Numero de eventos de adesdo por campo microscopico de
propagulos de P. brasiliensis a monocamada de células CCL-6
apo6s tratamento com uma solucdo anticorpos anti-gpss (1/10) e
anti-Pb-total (1/100). Os valores sobre as barras referem-se aos

percentuais de inibicdo de adesédo do fungo.
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MOLECULA SECRETADA POR P. brasiliensis MODULA SUA
ADESAO EM CELULAS CCL-6

Dados de experimentos realizados previamente demonstraram que 0 nimero
de células fungicas viaveis em suspensdo era superior ao de propagulo fangicos
aderidos a monocamadas de células Henle-407 (ATCC-CCL-6). Uma explicacdo
para este fato seria a presenca no meio de cultivo de um modulador de adeséao
enddgeno. Para aferir esta possibilidade, o sobrenadante de culturas, de diferentes
periodos de incubacdo do fungo foi utilizado como moduladores de adesdo do P.
brasiliensis.

Observou-se que, quando sobrenadantes de culturas com mais de 4 dias de
idade foram adicionados a células jovens de P. brasiliensis e estes preparados
foram adicionados a monocamadas de células CCL-6, o numero de eventos de
adesao era significativamente menor do que nas preparacdes controle (Figura 8).
Por outro lado, quando células de P. brasiliensis com mais de 4 dias foram
transferidas para meio RPMI fresco e entdo incubadas em monocamadas da célula
epitelial ndo se observou diminuicdo da desdo quando comparado ao controle
(Figura 8).

Quando as monocamadas de células CCL-6, elas foram tratadas com o
sobrenadante de culturas de células fungicas de 4, 6 e 8 dias de cultivo também
observou-se uma diminuicao significativa no indice de adesdo em comparacao ao
observado em células incubadas com sobrenadantes fresco (Figura 9). E
Interessante observar que, quando as células epiteliais (CCL-"6) foram pré-tratadas
por 2 h com o sobrenadante de culturas de 4, 6 e 8 h e inoculadas com células
jovens de P. brasiliensis suspensas em meio fresco, também observou-se
diminuicao significativa dos niveis de adeséo (Figura 9).

Como muitos moduladores de adesdo tém natureza protéica e proteinas
sabidamente apresentam o fendémeno de ligacéo inespecifica, realizou-se um ensaio
para aferir a possibilidade do evento de inibicdo de adesao estar sendo influenciado
pelo soro fetal bovino e outras proteinas presentes no meio de cultura de P.
brasiliensis. Neste sentido, o sobrenadante de cultura de P. brasiliensis de 7 dias, foi
diluido 1/2 em meio RPMI com SFB e células jovens de P. brasiliensis foram

adicionadas as células hospedeiras. Observou-se que o numero de eventos de
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adesao néo variou estatisticamente para sobrenadantes obtidos de culturas do fungo
com e sem SFB (Figura 10). Uma observacao interessante foi que o sobrenadante
de 7 dias com SFB autoclavado apresentou um indice de reducdo de adesao do P.
brasiliensis ainda maior foi observado (Figura 10).
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Figura 8: Numero de eventos de adesdo de propagulos de P. brasiliensis a
monocamada de células CCL-6. As colunas pretas representam células
fungicas com 4, 6, 8, 10 e 12 dias de cultivo diluidos em meio RPMI
fresco e transferidas para monocamadas de células CCL-6. As barras
cinzas representam células de P. brasiliensis com 7 dias de idade
ressuspensas em meio de cultura RPMI obtido da cultura do fungo de 4,
6, 8, 10 e 12 dias. Os valores sobre as barras indicam os percentuais de
inibicdo de adesdo do fungo. As médias e os desvios padrdo sdo o

resultado de 3 repeticdes.
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Figura 9: Numero de eventos de adesdo por campo microscopico de
propagulos de P. brasiliensis a monocamada de células CCL-6.
As colunas claras representam o nivel de adesao de células de
P. brasiliensis com 4, 6 e 8 dias de cultivo resuspensos em meio
RPMI fresco e transferidos para monocamadas de células CCL-6.
As colunas cinza representam a adesdo de células de P.
brasiliensis com 4, 6 e 8 dias de cultivo em meio RPMI com a
mesma idade transferidos para células epiteliais. As colunas
escuras representam a adesao de P. brasiliensis a celulas CCL-6
pré-tratadas por 2 h com sobrenadante de cultura fungica com 4,
6 e 8 h. As medias e desvio padrao sédo representativos de 3
repeticoes. Os valores sobre as barras referem-se aos

percentuais de inibicdo de adesao do fungo.
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Figura 10: Nimero de eventos de adesdo por campo microscopico de
propagulos de P. brasiliensis a monocamada de células CCL-6
apos tratamento com sobrenadantes de cultura de 7 dias de idade
com e sem a adicdo de soro fetal bovino ou apds o tratamento
térmico por autoclavacdo. Os numeros sobre as barras indicm os
percentuais de inibicho de adesdo do fungo relativos a trés

repeticdes.

EFEITO DAS FRACOES DE SOBRENADANTE DE CULTURA DE P.
brasiliensis NA MODULCAO DE ADESAQO

Para averiguar a natureza do suposto fator de adesdo excretado pelo fungo
em cultura, procedeu-se ao fracionamento do sobrenadante por precipitacdo em
sulfato de amoénio. As fracbes protéicas e ndo protéicas obtidas foram testadas
guanto as suas capacidades de modificar o perfil de adesédo do fungo a células
hospedeiras em cultura, utilizando a metodologia anteriormente descrita. Nao foi
observado diferenca no indice de adesdo nas preparacbes pré-tratadas com a
fracdo protéica quando comparadas com o controle ndo tratado (Figura 11). Por
outro lado, o pré-tratamento das monocamadas com a fracdo ndo protéica do
sobrenadante diminuiu significativamente a adeséo do fungo a monocamada (Figura
11).
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Visando purificar o presuntivo modulador de adeséo, a fragdo ndo protéica do
sobrenadante de 7 dias foi aplicado & uma coluna de Sepharose conjugada com
Con-A. Esta coluna foi eluida com uma solugéo isocratica de Manopiranosideo a 100
mM. As fracOes obtidas foram dializadas, concentradas para um mesmo volume,
diluidas e testadas como moduladores de adesdo. Dentre as varias fracdes obtidas
a fracdo 4 reteve a capacidade de inibir a adesao do fungo a monocamada (Figura
12).

A fracdo F-4 foi cromatografada em TLC e revelada como os reagentes de
Dragendorf e Jones. Observou-se a formacdo de uma mancha Dragendorf positiva
(Figura 13). Esta mancha foi eluida, diluida e utilizada para testes de inibicdo de
adesédo. Observou-se a diminuicdo da adesédo de P. brasiliensis a células CCL-6 em

niveis similares ao sobrenadante de 7 dias nao fracionado.
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Figura 11: Numero de eventos de adesdo de propagulos de P. brasiliensis a
monocamada de células CCL-6 por 50 campos microscopicos
aleatorios. A) monocamada pré-tratada com protéica do sobrenadante
de 7 dias. B) Tratamento com sobrenadante total. C) Fracdo nédo
protéica do sobrenadante. Os valores acima das barras indicam os
percentuais de inibicdo de adesao do fungo em relagédo ao controle nédo

tratado.
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Figura 12: Nomero de eventos de adesdo por campo microscopico de
propagulos de P. brasiliensis a monocamada de células CCL-6
apos tratamento com os eluatos da coluna de Sepharose-ConA
(F1-F4), o fator modulador nédo purificado (FMT) e o sobrenadante
total de cultura (ST), Os valores acima das barras referem-se aos

percentuais de inibicdo de adeséo do fungo.

A natureza da estrutura quimica da molécula moduladora de adesdo esta
sendo caracterizada. Inicialmente utilizou-se a fracdo do sobrenadante que contém
tal molécula para analise de espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear e
Infra-vermelho e os resultados preliminares estao ilustrados na (Figura 13, 14, 15 e
16). Até o momento nao foi possivel a caracterizagcdo quimica definitiva e pureza

desse modulador de adeséo, produzido pelo P. brasiliensis.
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(a)

Figura 13: Perfil cromatografico da fracdo livre de proteinas do sobrenadante
de P. brasiliensis em placa de silica gel. Coluna A, ap6s tratamento

com o reativo de Dragendorff (A) e Jones (B).
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Figura 14: Espectro da ressonancia magnética nuclear de fracdo livre de

proteinas do sobrenadante de P. brasiliensis. A seta aponta para o
pico caracteristico para hidrogénio.
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Figura 15: Espectro da ressonancia magnética nuclear da fracdo livre de
proteinas do sobrenadante de P. brasiliensis com o pico

caracteristico para carbono (seta).
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Figura 16: Espectro de infravermelho, fracdo Ilivre de proteinas do
sobrenadante de P. brasiliensis. A seta aponta para um suposto

sinal para um grupamento amina presente na molécula.
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O presente trabalho teve com objetivo o estudo de mediadores moleculares
de adeséo envolvidos na interacdo do P. brasiliensis e células CCL-6. Nesse estudo
foi utilizado um modelo de infec¢do desenvolvido em nosso laboratério envolvendo
P. brasiliensis e células CCL-6 (Silva, Cisalpino e Correa, 2001). Para aferir a
capacidade de carboidratos em inibir a adesdo do fungo em células CCL-6, os
monossacarideos: D-manose, D-fucose, D-galactose, D-glicosamina, N-acetil-
glicosamina e Sorbitol foram adicionados ao meio de interacdo e o numero de
eventos de adesdo por campo microscOpico avaliado. Além dos carboidratos, os
peptideos, GRDSPK, GRGDTP e GRDG, relacionados a haptenos para integrinas
também foram utilizados nas abordagens experimentais. Como auxiliar nestes
experimentos anticorpos anti-intergrina (CD18 (WT e 6.5E), a1131 € B2) e as lectinas
ConA, WGA, PNA e SBA foram utilizados como marcadores da presenca de
receptores do tipo integrina e carboidrato respectivamente.

A habilidade de anticorpos anti-gps3 € anti-P. brasiliensis-total em modificar o
perfil de adesdo do patogeno as células hospedeiras também foi investigado. Em
diversos modelos de interacdo patdgeno versus hospedeiros, 0s patdgenos dispdem
de estratégias que permitem o controle dos niveis de infec¢cdo e consequientemente
do dano gerado aos seus hospedeiros. Estas estratégias resultam em ganhos
ecolégicos permitindo além da multiplicacdo do patdogeno, a perpetuacdo do
hospedeiro e conseqiientemente diminuem a competicao infra-especifica. Para aferir
se mecanismos deste tipo estdo presentes em P. brasiliensis, o efeito do
sobrenadante e suas sub-fracdes na adesao do fungo a células CCL-6 foi estudado.

Carboidratos estdo envolvidos em eventos de adesdo e reconhecimento
celular em diversos modelos de infeccdo. Limongi et al., (1997), demonstraram que
a adicao dos carboidratos manose e N-acetil-glicosamina, ao meio de interacéo e
também o pré-tratamento de propagulos fungicos de Fonsecaea pedrosoi diminui a
adesdao e invasdo do fungo a células epiteliais de ovario de Hamster chinés (CHO)
em cultura. Manose é um carboidrato comumente associado a adesdo de
microrganismos ao seu hospedeiro. A adesdo de Trichophyton mentagrophytes a
células epiteliais também é reduzida quando microconidias do fungo séo tratados
com manose. A sonda fluorescente ConA-FITC evidenciou a presenca deste acucar
em microconidias de Trichophyton mentagrophytes (Esquenazi et al., 2003).
Leveduras como Candida albicans e C. glabrata também tiveram sua adesdo a

substratos artificiais e células em cultura diminuidas apds o tratamento com manose.



61

Células destas leveduras mutantes para a producdo de monossacarideo também
tiveram a sua capacidade de adeséo prejudicada (Cormack et al., 1999).

Leishmanias também apresentam sua adesdo a mondcitos diminuida quando
tratadas com manose (Santos et al., 2001). As bactérias Porphyromonas ginvivalis
também deixam de aderir a células epiteliais quando incubadas na presenca de
manose (Agnani et al., 2003). Aparentemente manose é um carboidrato importante e
ubiquo em mecanismos de adesdo de microrganismos ao seu substrato. P.
brasiliensis também se comporta de maneira similar.

Uma inibicdo na ades&do da ordem de 72% ¢é observado quando células do
fungo sdo incubadas em meio de cultura apos a adicdo de 50 mM de manose. E
Interessante observar que, quando manose € adicionado ao meio de interacdo o
evento de inibicdo de adesdo € observado até 6 h poés-tratamento. Quando a
interacdo se prolonga por 12 h apés a inoculagdo o perfil de adeséo do fungo as
células CCL-6 se apresentam similar ao controle ndo tratado. Por outro lado, se
nova adicdo do monossacarideo € feita 8 h ap0s a primeira, nova diminui¢cdo no
numero de eventos de adesao € observado (dados preliminares ndo mostrados). A
maior parte dos experimentos de inibicdo de adeséo por carboidratos se utiliza de
carboidratos transformados e ndo metabolizaveis ou conjugados com substratos
inertes e ndo absorviveis (Limongi et al., 1997; Forsyth et al., (2002).

Nos nossos ensaios utilizou-se carboidratos em forma solavel e
metabolizavel, o que explica a diminuicdo de seus efeitos apos determinado periodo
de incubacdo. Em outras palavras, o carboidrato € assimilado, metabolizado e sua
concentracdo no meio diminui, consequentemente € observado a diminuicdo de
seus efeitos. Quando nova administracdo do carboidrato é feito os niveis de adeséo
retornam para o anteriormente observado. Nas concentracdes de manose utilizadas,
nao observou-se diminuicdo na viabilidade das células fungicas e CCL-6, 0 que
aponta para o fatode que a diminuicdo da adesdo pelo acucar é um evento
fisiol6gico e ndo o resultado de um estado de incompeténcia das células.

N-acetil-glicosamina é outro acucar frequentemente envolvido no mecanismo
gue regula a adesédo de varios microrganismos e que foi capaz de inibir a adesao de
células leveduriformes do P. brasiliensis ao hospedeiro. Este aclcar é componente
da maior parte das paredes flngicas e o seu papel em adeséo é bem caracterizado.
Singh et al., (2001), demonstraram gque mutantes para a via metabdlica da sintese
do N-acetil-glicosamina em C. albicans eram menos invasivos que as linhagens

selvagens desse fungo, e sugeriram a participacdo desse carboidrato na mediagao
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de adesdo. Novamente, os mediadores de adesdo aparentemente sdo ubiquos. A
bactéria P. gingivalis também aderiram significativamente menos a suas células
hospedeiras quando do tratamento com N-acetil-glicosamina. Interessantemente, os
niveis de diminuicdo de adesdo para esta bactéria (81%) foi similar ao observado
para P. brasiliensis na mesma concentragéo do inibidor Agnani et al., (2003). Esses
resultados sdo compativeis com os obtidos em nosso trabalho, quando da utilizagédo
de carboidratos.

Outro componente comum em paredes fungicas, a fucose, também foi capaz
de diminuir a ades@o de P. brasiliensis a monocamada de células hospedeiras.
Receptores para fucose foram evidenciados por Vardar-Unli et al., (1998) em tubos
germinativos de C. albicans através de fucose na fucose marcada com FITC. A
caracterizacado de receptores de fucose na superficie de P. brasiliensis em nosso
estudo ndo foi estabelecido, entretanto, como este agucar diminui significativamente
e de maneira dose dependente a adesdo do fungo a monocamadas de células CCL-
6, existe a possibilidade da presenca de receptores para esse sacarideo em uma
das duas células envolvidas na infec¢ao.

D-galactosamina e D-glicosamina outros agucares que adicionados ao meio
de interacdo diminuiram a adesdo de P. brasiliensis a células CCL-6. Esses
monossacarideos também foram implicados por outros autores como de importancia
Nnos mecanismos que regulam a interacdo de microrganismos e componentes da
matriz extracelular de células hospedeiras (Yamada et al., 2002). A participacao de
glactosamina mediando adesdo de Entamoeba hustolitica a células hospdeiras foi
proposta por Espinosa-Cantellano et al., (2002). O autor acredita que esta interacao
se dé via uma lectina e galactosamina expostos na superficie de células epiteliais.
Além da sua imprtancia no mecanismo de interacdo celular, D-galactosamina
também tem papel importante na inducdo de apoptose celular (Morikawa et al.,
1996).

Apesar de apoptose nédo ter sido medida em nossos ensaios, observou-se
diminuicdo na viabilidade celular quando D-galactosamina foi utlizada em
concentragcfes em excesso de 50 mM. Em nossos experimentos utilizando
concentracfes menores de 25 mM, a morte celular ndo foi observada. Apesar de
morbidade néo ter sido observado nas concentrages utilizadas, ndo podemos
descartar a hipétese de que estes carboidratos tenham efeito citotoxico e que este
efeito também diminua a capacidade destas células em servir como sitio de ligagéo

do patégeno. Em fungos D-glicosamina também inibe adesao. Forsyth et al., (2002)
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estabeleceram que a deséo de leucécidos a hifas de C. albicans é prontamente
inibida pela utilizagéo de D-glicosamina.

Carboidratos tém sido implicados como importantes mediadores de adesao
em diversos modelos bioldgicos. O tratamento celular com carboidratos ativamente
diminui a eficiéncia de adeséo do fungo aos tipos celulares hospedeiros. Analisando-
se 0s resultados apresentados quando da utlizagdo de carboidratos como
competidores de inibicdo de adesdo de P. brasiliensis em células CCL-6, péde-se
constatar a participacdo de aclcares nos mecanismos que regulam a interacdo do
P. brasiliensis a células epiteliais de mamiferos in vitro. Infelizmente, apesar do
efeito inibitério ter sido observado, ndo é possivel, a partir do resultado experimental,
diretamente implicar estes carboidratos, no mecanismo fisiolégico de adesao.

Além dos agucares, varias outras moléculas podem também estar envolvidas
no processo de adesdo e nao terem sido evidenciadas no nosso modelo
experimental. Portanto, estudos posteriores sdo necessarios para identificar e
caracterizar moléculas com afinidade por carboidratos que estdo presentes na
superficie do fungo e/ou substrato. Varias proteinas com afinidade por carboidrato
estdo descritas e a maior parte delas € chamada genericamente como lectinas.
Sendo lectinas encontradas desde esponjas até vertebrados superiores, sua
presenca também é esperada em P. brasiliensis.

O tratamento de células leveduriformes de P. brasiliensis com as lectinas
ConA, WGA, PNA e SBA conjugadas com FITC, resultou em marcacdo conspicua e
especifica para as lectinas Com-A e WGA, que se ligam respectivamente aos a-
acucares em-Acetil-glicosamina. Os haptenos para estas lectinas foram eficientes
inibidores de adesdo nos ensaios anteriores e a sua presenca em células do
patdgeno € uma importante evidéncia para a sua funcao fisiolégica em adeséo.
Também abre a possibilidade de se usar estas lectinas para a purificacdo do atual
ligante celular fangica, um dos responsaveis pela adesdo do patégeno no seu
hospedeiro. Importante salientar que o tratamento das células fungicas marcadas
com lectinas fluorescentes com o0s seus haptenos especificos resultou em
diminuicdo da fluorescéncia celular o que aponta para uma interacdo especifica
entre lectina e a célula funfica.

Por outro lado, a néo evidenciacdo de marcacdo em células do fungo por
lectinas, nos tratamentos realizados com PNA e SBA, reconhecem, respectivamente
N-acetil-glicosamina e galactose, ndo invializa a possibilidade da existéncia desses

acucares. Diferentes fatores podem ser responsaveis pela ndo marcacdo pelas
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lectinas como: inacessibilidade do marcador aos residuos da parede fangica,
reduzido numero de ligantes ou os aguUcares sdo depositados de novo durante o
curso da adeséo.

A interacdo de microrganismos com proteinas da matrix extracelular de seus
hospedeiros é notoria na literatura, dentre elas cabe citar as proteinas fibronectina,
vitronectina, laminina e coladgeno (Dziewanowska et al., 2000; Wasylnka et al.,
2000). Destas proteinas, normalmente pequenas sequéncias peptidicas como RGD
e LDV, séo reconhecidas e interagem com proteinas do grupo das integrinas (Hynes
et al., 1982; Hynes 1987; Grinnell 1978; Schvartz et al., 1999).

Diversos grupos de patdgenos parecem utilizar este tipo de interacdo para
reconhecer e aderir aos tecidos do hospedeiro. C. albicans, apresentam proteinas
similares a integrina e Sacharomyces cereviseae transformado expressando
sequéncias do gene putativo de integrina de Candida sdo capazes de aderir a matrix
extracelular de epitélios (Hostetter, 1989). Mondcitos ativados interagem com
Hisoplasma capsulatum através de moléculas do tipo integrina para adesao e
posterior ingestdo do propagulo fungico (Retallack et al., 1999). Lima et al., (2001),
observaram que a aderéncia de Sporothrix scheenckii a fibronectina imobilizada em
placa de microtitulagcdo foi dependente da concentracdo da proteina utilizada. O
fungo Uromyces appendiculatus, um patégeno biotréfico de Phaseolus vulgaris
também parece possuir receptores similares a integrina que sao importantes no
processo de diferenciacdo celular de estruturas de infeccdo (Corréa et al., 1986).
Além de fungos, bactérias como o Staphylococcus spp também se utilizam de
estratégias similares para a adeséo. A utilizacdo de anticorpos monoclonais anti-
fibronectina e anti-integrina-B; em monocamadas de células epiteliais, com
reconhecida funcdo excretora de fibronectina, reduziram de modo significativo a
adesdo e internalizacdo de Staphylococcus aureus (Dziewanowska et al.,2000).
Assim para investigar a existéncia de um sistema de adesdo via integrinas e
sequéncias contendo o tripeptideo RGD, propagulos de P. brasiliensis foram co-
cultivados em monocamadas de células CCL-6 na presenca das sequéncias
peptidicas GRDSPK, GRGDTP e GRDGS.

Em nossos ensaios a efetividade destes peptideos em inibir a adeséo do P.
brasiliensis ao tipo celular hospedeiro foi dose dependente. O peptideo GRGDTP
também diminuiu a adesédo de C. albicns em células epiteliais (Chaffin et al., 1998;
Forsyth et al.,2002). GRDSPK e GRGDTP, também inibiram a diferenciacdo de

apressorios tigmiotrépicos em U. appendiculatus (Correa et al., 1996).
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Analisando-se os percentuais de inibicdo de adesédo de P. brasiliensis a
células CCL-6 em cultura, verificou-se que houve reducédo de adesdo em todos 0s
tratamentos realizados com os peptideos GRDSPK, GRGDTP e GRDGS, sendo
mais significativo no tratamento realizado com GRDSPK. O tratamento com o
peptideo GRDSGS, normalmente um ndo ligante para a integrina, ocasionou
também diminuicdo estatistica, apesar de marginal, no indice de ades&o.
Tratamentos na presenca de BSA, entretanto, ndo demonstraram que a adeséo
pudesse ser diminuida por interacao protéica ndo especifica, 0 que nos leva a crer
gue o efeito observado deva-se efetivamente a sequéncia utilizada. Novos ensaios,
utilizando as sequéncias aparentadas, precisam ser feitos para elucidar esta
incongruéncia.

Anticorpos anti-integrina marcaram propagulos de P. brasiliensis indicando a
possibilidade de existéncia de proteinas similares a integrina neste fungo. A
marcacado se mostrou concentrada em porcdes da célula méae do P. brasiliensis, o
gue é compativel com o observado em outros tipos celulares, aonde esta proteina
sedistribui agrupada em regides especificas das células (Clark et al., 1995).

Westem blots utilizando anticorpos anti-integrina-a111 revelaram uma
proteina de 60 kDa imunologicamente similar a esta integrina humana.
Interessantemente a analise de sequéncias génicas de P. brasiliensis indica a
presenga de um gene codificando um analogo de uma integrina 3; (Goldman, et al.,
2003). Entretanto, estudos mais conclusivos a esse respeito precisam ser feitos.

A glicoproteina gpa.s foi implicada por Vicentini et al., (1994), como sendo um
ligante para laminina, uma proteina de matrix-extracelular. Como integrinas sao
reconhecidamente ligantes para laminina, testamos a possibilidade de anticorpos
anti-gpss inibir a adesdo de P. brasiliensis a células CCL-6. Nenhuma inibi¢cdo foi
demonstrada. Como controledeste experimento um anticorpo policlonal anti-Pb-total
foi também utilizado como modulador de adesdo com sucesso. Este resultado,
entretanto, ndo descarta a possibilidade de gpss ser também importante no evento
de adesdo do P. brasiliensis, pois devido a alta especificidade de anticorpos
monoclonais para haptenos especificos podemos ter utilizado um anticorpo que,
apesar de reconhecer a proteina ndo a reconhece em seu sitio ativo para adeséao.
Outra particularidade deste experimento que pode mascarar o real papel da gpss na
adesao do fungo ao hospedeiro € o fato da grande quantidade de gpas soluvel que é
excretada pelo patégeno (Stambuk et al., 1988). Esta grande quantidade de proteina

soluvel pode ter sequestrado o anticorpo e impedido que 0 mesmo inibisse a adesao
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do fungo. Interessantemente, tentativas de imunolocalizar a proteina gpss no P.
brasiliensis também néo tiveram sucesso.

Mecanismos fisiolégicos que levem a modulacdo da viruléncia de um
patbgeno sdo extremamente importantes para a sua manutencdo. Sistemas
hiperviruléntos levam a diminuicdo da disponibilidade de hospedeiros e
consequentemente, apesar de no primeiro momento causarem um aumento da
propagacéo do patégeno, ocasionam ao longo do tempo a diminuicdo dos sitios de
multiplicacdo do patégeno. A infeccdo em um mesmo sitio por muitos propagulos do
patdbgeno também é deletério, pois aumentam o dano causado ao hospedeiro e
portanto prejudicam a sobrevivéncia do patdgeno, acredita-se assim, que ao longo
da evolucdo, diversos sistemas de infeccdo selecionaram estratégias de auto-
modulacdo de infeccdo. Para investigar a existéncia deste tipo de evento na
modulacdo da adesdo do P. brasilienssis e células epiteliais, aferimos o efeito de
sobrenadante de culturas com idades diversas.

Foi observado que, de fato, o fungo secreta em cultura liquida, substancias
gue reduzem, de modo significativo, sua adesdo a células CCL-6. Assim, o
sobrenadante de culturas de 7 dias, com ou sem SFB, em pré ou consequéncia
tratamento, efetivamente reduziu a adesdo de P. brasiliensis a células epiteliais
CCL-6.

A natureza deste modulador permanece entretanto desconhecida. Para
verificar se este modulador possuia natureza protéica, o sobrenadante de cultura de
7 dias foi subtido a autoclavacédo e o autoclavado utilizado para o tratamento de
células de P. brasiliensis e CCL-6. Observou-se que o indice de inibicdo de adeséo
foi ainda menor do que o observado para o sobrenadante ndo tratado. Em ensaios
de precipitacdo de proteinas com sulfato de amonio a fracdo protéica obtida nao
diminui os indices de adesdo observados no controle. A fracdo nao protéica
entreetanto, manteve a capacidade de reduzir a adesdo. O fracionamento
subsequente da fracdo ndo protéica por cromatografia de afinidade com Com-A e
TLC resultou em fracbes que ainda mantiveram a atividade inibitorio. Estudos
preliminares por ressonancia magnética e infravermelho indicam que estas fracdes
estdo puras o suficiente para analise quimica minuscios. Esperamos no futuro
determinar com precisao a estrutura quimica desta molécula.

Em sobrenadantes de cultura, ndo raro, encontramos subprodutos do
metabolismo celular, material excretado pelos propagulos e material resultante da

degradacdo de células mortas (Chaffin et al., 1998). Deste material, agora soltuvel no
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sobrenadante, seguramente fazem parte componentes naturais das células e, dentre
estes, é plausivel afirmar que componentes relacionados a adesao celular serdo
encontrados. Um excesso destes componentes seguramente funcionard como um
competidos para os componentes ativos fisiologicamente e como conseqiéncia uma
diminuicdo em sua atividade sera detectada.

Por outro lado, pode-se tratar de uma molécula ativamente secretada pela
célula do fungo, e que possui atividade na modulagdo de adesdo. Estas questdes
serdo melhor abordadas quando a natureza da molécula for desvendada e
experimentos para a caracterizagéo de atividade puderem ser delineados.

Uma delas nos induz a suposicéo que se trata de uma molécula secretada em
funcdo do metabolismo no fungo frente a uma ou varias situacdes que até o
presente momento ndo foram totalmente estabelecidas. O fato é que se trata de uma
molécula com atividade bioldgica que inibe a adesdo do P. brasiliensis a células
epiteliais CCL-6 humana em cultura.

De nosso conhecimento ndo estdo descritos nenhuma molécula com estas

caracteristicas sendo produzidas por fungos biotréficos patégenos de humanos.
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Tratamentos de células CCL-6 com os carboidratos, D-Manose, N-acetil-
glicosamina, D-galactosamina e D-glicosamina diminuiram o numero de

células de P. brasiliensis aderidas a monocamadas dessas células.

Lectinas fluorescentes demonstraram a presenca de N-acetil-glicosamina,

a-manose e/ou glicose na parede de P. brasiliensis.

Proteinas imunologicamente relacionadas com integrinas do grupo a113;1 e

B2 estao presentes em células leveduriformes de P. brasiliensis.

Peptideos contendo a sequéncia RGD inibem a adesao de P. brasiliensis a
células CCL-6.

Sobrenadante de cultura de P. brasiliensis possui moléculas que inibem a

adesao do fungo em células CCL-6.

O inibidor de adeséo presente no sobrenadante de cultura € de natureza

nao protéica é termo-estavel.
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