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RESUMO

Varias espécies de fungos tém emergido como patdégenos humanos e tem ganhado
atencdo especial na saude publica. Entre estas, uma em particular tem sido muito
bem descrita,a paracoccidioidomicose (PCM), uma micose sistémica causada pelo
fungo Paracoccidioides brasiliensis. Durante a infec¢do o Paracoccidioides precisa
de uma variedade de elementos dentro do hospedeiro para sobrevivéncia. Os
micronutrientes metalicos sao elementos requeridos para homeostase em varios
microrganismos e Sao essenciais para manter homeostase celular e tem uma boa
participacdo em inumeros processos metabdlicos. Neste trabalho foi realizada
analise metaldbmica quantitativa do P. brasiliensis durante a infecgdo em macréfagos
e, posteriormente, procedeu-se a analise in silico para identificagdo dos dominios de
ligacdo a metais das proteinas identificadas. Usando a cromatografia liquida alta
afinidade acoplada ao espectrdbmetro de massas, foram detectadas mudancas
significativas nos niveis de magnésio, manganés e zinco em leveduras recuperadas
de macréfagos. Também foi detectada uma diferenca significativa nos niveis de
célcio e cobalto em macréfagos J774 infectados quando comparados com os nao
infectados. Esses resultados indicam que a limitagdo de Mg, Mn, Zn, Cu e Fe podem
ser um mecanismo que os macréfagos desenvolveram para impedir a sobrevivéncia
de fungos durante a infecgdo. Houve um aumento significativo nos niveis de calcio e
cobalto em macréfagos infectados, indicando que esses micronutrientes podem
desempenhar importante papel nos mecanismo de defesa contra P. brasiliensis.
Estes resultados sugerem que outros metais, além dos ja descritos ferro e cobre,
desempenham fungbes cruciais na interacdo P. brasiliensis-macréfago e sua
homeostase poderiam ser alvos de estudos e tratamentos.
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MetallomicAnalysis of Paracoccidioidesbrasiliensis during macrophage
infection

ABSTRACT

Several fungal species have been emerging as human pathogens and have gained
special attention in public health. Among
these, Paracoccidioidesbrasiliensis presents as the causative agent of the systemic
mycose called Paracoccidioimycose (PCM). It is a dimorphic pathogen which
presents two forms, yeast at 37°C and mycelium at 25°C. During
infection Paracoccidioides needs a variety of elements to survive within the host. The
metallic micronutrients are essential elements required for the cell homeostasis in
virtually all organisms Metals have a great participation in countless metabolic
processes, such as DNA metabolism, regulation of protein synthesis, virulence, DNA
synthesis, amino acid metabolism, the post transcriptional mechanism and others. In
this work it was performed a quantitative metallomic analysis of P. brasiliensis during
infection of bone marrow derived macrophages (BMDM) and J774 immortalized
lineage. Also it was evaluated the importance of iron availability in
fungus-macrophage interaction. Fungal cells recovered from macrophages, treated
with iron citrate, revealed higher survival rate compared with non-treated ones. Using
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS), we detected a significant
change in magnesium, manganese and zinc levels in yeast cells recovered from
macrophages. Additionally, a clear decrease in cooper and iron amounts was also
seen. It was also detected a significant increase in the levels of calcium and cobalt in
infected J774 macrophages when compared with non infected ones. These results
indicate that the limitation of Mg, Mn, Zn, Cu and Fe might be a mechanism of
macrophages to hinder the fungal survival during infection. It was observed an
increase of calcium and cobalt amounts in infected macrophages indicating that
those micronutrients might be important to an efficient immune response against P.
brasiliensis. These findings suggest that other metals, beyond iron and cooper, play
crucial functions in the P. brasiliensis-macrophage interaction and their homeostasis
could be targets for further studies and treatments.

KEYWOLRDS:Paracoccidioidesbrasiliensis,Metallomic Analysis and Macrophage
Infection.
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1-INTRODUGAO

1.1-Aspectos gerais do fungo Paracoccidioides brasiliensis

Os fungos s&o microrganismos caracterizados por se apresentarem em
todos os ecossistemas. Podem ser de vida livre e saprobittica, sendo um agente
fundamental nas bases das cadeias e teias alimentares, fazendo a decomposic¢ao de
matéria organica. Esses microrganismos tem papel fundamental na saude dos
animais, causando desde micoses classificadas como cuténeas até micoses
sisttmicas (MURRAYet al. 2004; SCHAECHTERet al.2002).Embora existam
aproximadamente 100.000 espécies fungicas, apenas uma pequena parcela
apresenta risco para a saude humana (SAN-BLAS& NINO, 2004). Dentro desse
pequeno grupo de fungos patogénicos estdo os fungos dimoérficos, que sao
responsaveis pela maior parte das infecgbes fungicas sistémicas de humanos e
outros mamiferos (CHENet al., 2007; NEMECK et al., 2007). O processo da doenga
€ marcado pela mudanca de morfologia, onde o fungo transita da forma infecciosa
nao patogénica, presente no ambiente, para a forma patogénica, encontrado no
tecido hospedeiro.

Os organismos causadores de micoses sistémicas humanas sao
especificamente virulentos, como é o caso do Paracoccidioides brasiliensis, agente
etiologico da Paracoccidioidomicose, doenga restrita a América Latina que foi
descrita pela primeira vez por Adolph Lutz, em 1908, que isolou o fungo de
pacientes que apresentavam granulomas ganglionares e lesées na mucosa. O P.
brasiliensis pertence ao filo Ascomycota, Subdivisdo Euascomycotina, subclasse
Euascomycetidae, Ordem Onygenales, Familia Onygenaceaedo qual também fazem
parte os fungos Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Blastomyces
dermatitidis e Penicillium marneffei (SAN-BLAS e NINO Veja, 2004; NEMECKet al.,
2006; SANTOS et al. 2011).

Todos esses microrganismos apresentam algumas caracteristicas em
comum como, por exemplo, termodimorfismo, onde a sua morfologia varia de acordo
com a temperatura. Esses microrganismos podem se apresentar de duas formas:
micélio, encontrado em temperatura entre 25 e 27°C no ambiente ou cultivado in

vitro em laboratério, também na forma de levedura, encontrada em temperaturas



que variam de 35 a 37°C no tecido do hospedeiro ou cultivada in vitro em laboratério
(PETERSON e SINGLER, 1998). Além da temperatura, fatores nutricionais também
podem influenciar no dimorfismo do fungo onde experimentos realizados por Villarl,
em 1998, mostraram que a adigdo de soro fetal bovino tanto a meio de cultura
complexo quanto a meio quimicamente definido permitiu preservar a expressao
fenotipica de leveduras a 25° C. A forma miceliana do P. brasiliesis é caracterizada
por hifas septadas, com a presenca de conidios. Ja as células leveduriformes sao
caracterizadas por serem constituidas por multiplos brotamentos, originados de uma
célula-mé&e, onde uma célula central € grande e circundada por células periféricas
menores, apresentando uma estrutura semelhante a uma roda de leme de navio
como mostrado na figura 01(RESTREPO et al, 2008).

Figura 01. Aspectos morfolégicos macro e microscopicos de P. brasiliensis. A, B e C referem-se a

forma miceliana enquanto D, E e F a forma leveduriforme (Modificada de Brito, 1996).

1.2-Paracoccidioidomicose (PCM)

A PCM é caracterizada por ser uma micose sistémica granulomatosa
(RAMOS; SILVA & SARAIVA, 2008), que pode evoluir de duas formas principais. A
forma aguda, também conhecida como forma juvenil, € a evolugdo mais grave da
doenga e acomete principalmente jovem e criangas, representando de 3 a 5% dos
casos. A forma adulta ou crénica tem progressdo mais lenta e representa mais de
90% dos casos (MONTENEGRO 1986; FRANCO et al. 1987). O processo infeccioso

causado por esse fungo se da por meio da inalagdo de propagulos presentes no
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ambiente que tem como destino os alvéolos pulmonares, onde o fungo transita da
forma miceliana para a forma de levedura e, quando dentro do organismo, o
microrganismo pode ter dois destinos, ser destruido totalmente ou persistir se
disseminar no organismo a partir dos pulmdes. O fungo pode alcangar 6rgaos e
sistemas, como figado, bagco e sistema nervoso central, tanto por meio da via
hematogénica, quanto através da via linfatica (SAN-BLAS, 1993; VALERA et al.,
2008). No Brasil, essa micose foi considerada a oitava moléstia entre infecgoes
cronicas e doengas parasitarias que levam o individuo a obito (TABORDA et al.,
2008). A referida micose ainda foi descrita em paises como Chile, Guatemala, Belize
e Antilhas, como casos isolados (RAMOS; SILVA & SARAIVA, 2008).

Relatos atuais indicam que, em paises Latino-Americanos, cerca de
10.000 pessoas ja foram infectadas e 2% desses individuos desenvolveram a
doenga (RAMOS; SILVA& SARAIVA, 2008). Dentre esses que desenvolveram a
doenga, mais de 80% sao adultos do sexo masculino. Esse fato ocorre pela
influéncia do hormodnio B-estradiol no processo de transigdo do fungo na fase
miceliana para a fase leveduriforme no tecido hospedeiro. A relacdo entre o
horménio feminino e a inibicdo da transicdo dimoérfica in vitro foi relatada por
Restrepo e colaboradores em 1984 e foi confirmada por experimentos de infeccao
em camundongos fémeas, onde foi possivel observar a inibicdo da transi¢cao
dimérfica (ARISTIZABAL et al, 1998), sugerindo o efeito protetor do B-estradiol.
Embora o horménio (B-estradiol tenha um papel fundamental na incidéncia de casos
de PCM em individuos do sexo masculino, ndo e o unico fator envolvido na protecéo
de individuos do sexo feminino contra a infecgdo pelo fungo P. brasiliensis. Estudos
realizados por Pinzan e colaboradores em 2010, mostraram uma maior produgao
das citocinas IL-12, IFN-y e TNF-a por células do bago de camundongos fémeas em
resposta a paracoccina de P. brasiliensis. Uma glicoproteina encontrada na
superficie celular, sendo capaz de estimular os macrofagos a produzir citocinas e
oxido nitrico, podendo influenciar a resposta imune contra o patdégeno. Ja em células
de camundongos machos, apresentaram maior produ¢do de IL-10, sugerindo
respostas imunologicas diferentes entre os sexos. A partir dos estudos realizados
por Pinzan e colaboradores, pode-se observar que a maior protecao apresentada
por individuos do sexo feminino contra a infecgao por P. brasiliensis ocorre tanto pela

influéncia hormonal quanto pela resposta imunitaria diferenciada.
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1.3-Importancia da aquisicao de nutrientes durante o processo infeccioso

Os microrganismos patogénicos, durante a infeccdo, precisam de uma
variedade de elementos obtidos do hospedeiro para suprir suas necessidades e
persistir no organismo (BROCK, 2009). Os micronutrientes sdo alguns desses
elementos necessarios para a homeostase do organismo, como € o caso dos ions
metalicos (SHEFTEL et al., 2012). Os ions metalicos sdo elementos essenciais para
manter o funcionamento celular, ja que esses ions tem grande participagdo em
inimeros processos metabdlicos como, por exemplo, no metabolismo de DNA,
regulacédo da sintese proteica e no processamento pds-transcricional da maioria das
proteinas (NELSON, 1999). Dessa maneira, na célula, sdo encontrado mecanismos
homeostaticos que garantem as concentragbes necessarias dos metais para a
sobrevivéncia celular (RUTHERFORD et al.,, 2004). Em meio intracelular,
desenvolven-se dois mecanismos de homeostase de metais, onde estes sao
transportados para o Iumen de organelas ou imobilizados em vacuolos
(DESBROSSES et al, 2005). Os metais sado captados pela célula por
transportadores especificos presentes na membrana celular como, por exemplo, os
transportadores TfR, Zrt e Ctr pertencentes aos ions Fe, Zn e Cu. Esses trés ions
sdo os mais abundantes em sistemas biolégicos (RUTHERFORD et al, 2004).
Estudos realizados em Saccharomyces cerevisiae mostram uma grande quantidade
de genes que atuam em transportadores de ions metalicos como, por exemplo, 0os
genes que ativam a Aft1p que estdo direta ou indiretamente envolvidos na captura
de ferro em nivel de membrana plasmatica onde essa proteina é regulada pela
concentracdo de ferro no ambiente intracelular, uma vez que, em condicdo de
abundancia de ferro, Aft1p encontra-se no citosol, enquanto que, em condi¢cdes de
privagdo de ferro, esse fator transcricional se acumula no nucleo ativando a
transcricdo (VAN HO et al, 2002; SHAKOURY-ELIZEH et al, 2004). Estudos
realizados por Rutherford e Bird (2004), demonstraram que mecanismos regulatorios
da captacdo de metais funcionam em rede, mais tarde comprovados pelos estudos
de Dainty et al, (2008) que mostraram que a Fet4 (permease de baixa afinidade de
ferro) pode ser regulada pelos ions ferro, zinco e oxigénio.

O atomo de ferro é o elemento mais abundante no organismo e possui a
capacidade de doar e receber elétrons. A partir dessa propriedade, pode ser

encontrado em dois estados ionizantes, Fe* (ion férrico/estado oxidado) sendo esse
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insoluvel, portanto n&o reativo e Fe?*(ion férrico/estado reduzido), sendo esse estado
soluvel e reativo (IBRAHIM et al, 2008). Essa habilidade de oxido-redugéo
apresentada pelo ferro permite a esse elemento realizar reagcbes quimicas para
manter a homeostase em sistemas biologicos (GANZ & NEMETH 2006). Dessa
forma, o ferro desempenha um papel fundamental em processos celulares vitais
como as reagdes de transferéncia, conservacao de energia, sintese de biomoléculas
e reparo de DNA (ROSCH et al. 1987; LUKIANOVAN & DAVID 2005; LILL &
MUHLENHOFF 2008). No entanto, essa alta reatividade €& responsavel pela
toxicidade elevada desse ion. Os ions ferro, quando livres no ambiente, reagem
oxidando as moléculas organicas e formando radicais livres, que sdo compostos
altamente reativos capazes de provocar graves danos ao organismo (ANDERSON et
al, 2007).Devido a essas caracteristicas de alta toxicidade e ser um elemento
essencial em diversos sistemas bioldgicos, sdo encontrados na célula mecanismos
de transporte e armazenamento para manter a homeostase desse
elemento(DOHERTY, 2007). O transporte de ferro na célula tem grande importancia
para regular a quantidade da concentracdo desse ion no meio intracelular, uma vez
que esse elemento, em grande quantidade, pode causar danos ao organismo
(ANDERSONet al, 2007). A captacdo desse elemento é feita por receptores
especificos na membrana, como por exemplo, oTrf, um transportador especifico da
transferrina que regula a endocitose do ferro ligado a esta proteina e também
desempenha outras fung¢des (AISEN, 2004). O armazenamento desses ions também
€ dependente de moléculas proteicas. Em mamiferos, esse processo € mediado,
principalmente, pela ferritina (proteina globular encontrada no citoplasma,
mitocdndria e nucleo), que € a mais importante reserva de ferro do organismo.
Essas moléculas estdo envolvidas na homeostase de ferro também em bactérias,
plantas e outros animais. Todos esses mecanismos de transporte e armazenamento
de ferro em mamiferos tem como principal fung¢ao impedir a oxidagdo de moléculas
organicas e manter a concentracdo extracelular desse ion baixa podendo
potencializar mecanismos de defesa contra microrganismos (BULLEN et al, 2005).
Uma vez que a capacidade de adquirir ferro de um microrganismo no ambiente
hospedeiro € determinante para o estabelecimento da infecgdo, tanto que
estratégias utilizadas para captar ferro no tecido hospedeiro sdo consideradas um
fator de viruléncia (KORNITZE, 2009). A aquisicdo desse elemento por

microrganismos ocorre de trés maneiras: secregdo de siderdforos, redugéo do Fe*a
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Fe?* e sequestro de ferro de proteinas férricas (JACOBSON et al, 1998). Em contra
partida, o hospedeiro impde ao patdgeno a limitagdo da disponibilidade de ferro
como estratégia para diminuir a eficiéncia da colonizagdao e assim dificultar o
estabelecimento da infec¢cdo (DENIC & AGARWAL, 2007).

O cobre é um ion metalico quimicamente semelhante ao ferro, que
também apresenta potencial redox, onde transita da forma Cu' a Cu?* (VAN HO et
al, 2002). A importancia desse elemento nos processos bioldgicos € a grande
quantidade de proteinas e enzimas dependentes desse metal como, por exemplo,
na respiragéo, crescimento celular, aquisi¢do de ferro, pigmentacdo (melanizagado) e
outros processos biolégicos complexos. Assim como o ion ferro, o cobre também
apresenta toxicidade em grandes quantidades ou quando se tornam reativos ao
oxigénio causando danos aos lipideos, proteinas e ao DNA. Consequentemente, os
organismos criaram mecanismos para manter a homeostase de cobre no meio
intracelular, desenvolveram transportadores especificos, onde estudos realizados
com S. cerevisiae permitiram propor um modelo de transporte de cobre de alta
afinidade (CTR) em células eucaridticas onde o cobre extracelular é reduzido de
Cu?*a Cu'pelas redutases férricas de superficie celular Fre1 e Fre2 (BEAUDOIN &
LABBE, 2007). Em fungos, uma resposta comum das células aos niveis elevados de
cobre é reprogramar a transcricdo de genes que sao importantes para a captura de
cobre, de modo a manter as concentragbes de cobre dentro dos limites
homeostaticos, permitindo que a quantidade do mesmo seja suficiente para servir
como cofator e impedir sua acumulagdo a niveis citotoxicos (BEAUDOIN et al,
2009). As proteinas da familia CTR apresentam trés dominios transmembranicos
ricos em metioninas onde as proteinas CTR1 e CTR3 sdo encontradas na
membrana da célula regulando o transporte de cobre do meio extracelular para o
intracelular. Experimentos com imunofluorescéncia realizados em S. cerevisiae
mostram que a proteina CTR2 esta localizada no vacuolo onde ela regula o excesso
de cobre intracelular, transportando e armazenando esse ion no vacuolo. Estudos
realizados por KIM et al, 2008 com C.neoformans mostraram outros mecanismos de
captacdo de cobre, onde este atravessa a membrana plasmatica e se ligam a
pequenas moléculas soluveis que promovem o transporte do cobre até o alvo.

O zinco é um metal essencial nos sistemas biolégicos. Apesar de nao
possuir caracteristicas de Oxido-reducdo, apresenta-se como um forte acido de

Lewis que tem a capacidade de formar complexos com varios tipos de geometria



14

(ALBERTS et al,1998). Essa caracteristica mostra que o zinco é um importante
regulador de varios processos bioquimicos, onde pode atuar como co-fator de
inumeras enzimas como, por exemplo, a RNA polimerase, sendo importante no
processo de transcricdo (GAITHER & EIDE, 2001). A aquisicdo de zinco é
reconhecida como chave nos processos infectivo sem qualquer patdégeno, onde
estudos com S. cerevisiae demonstraram que o transporte desse ion metalico ndo é
dependente somente da concentracédo de zinco, mas de fatores como temperatura e
saturagdo do metal em meio intracelular (GAITHER & EIDE, 2001). A captagao
desse ion para o meio intracelular é através de moléculas especificas presentes na
membrana como, por exemplo, as Zrt1 e Zrt2 estudadas em S. cerevisiae (KIM et al,
2008). Nesse estudo, foi mostrada que Candidaalbicans apresenta um fator de
transcrigcao Zinco-responsivo, Crs1 (Candida Supressor of
ROK1/zinc-responsivetranscriptionfactor), sintetizado por um gene homodlogo ao
gene Zap1 em S. cerevisiae que regula a expressao dos genes codificantes para
transportadores de zinco de alta (zrt7) e baixa afinidade (zrt2), sendo de extrema
importancia para o crescimento filamentoso e patogenicidade do fungo (ZHAO &
EIDE, 1996).Estudos realizados por BAILAO et a., 2006 mostraram que
metaloproteinas especificas também podem ser reguladas por mais de um ion
metalico como ,por exemplo, permeasemembranar de zinco/ferro (ZRT1) e uma
oxidase multi-cobre.

Além de Fe, Cu e Zn, outros metais como selénio, molibdénio e
manganés também desempenham um importante papel nas fungdes celulares. Por
exemplo, manganés apresenta-se como um importante acido de Lewis, com
propriedades de oxidagao e redugéo, mas diferentemente do Fe e Cu,esse metal se
apresenta de forma instavel no seu potencial redox, principalmente em meios
acidos. Adicionalmente, como todos os metais de transicdo com potencial redox, o
Mn também forma reativos de oxigénio. Além das propriedades oxido-redutivas,
também tem grande participagao nas reacbes metabolicas da fotossintese em que
desempenha papel chave no fotossistema 2 para oxidagdo da agua em oxigénio
(BLEACKLEY; MACGILLIVRAV, 2011). Em microrganismos, a importancia desse
elemento esta relacionada com estresse oxidativo onde varios estudos relatam
proteinas e outras moléculas dependentes de Mn como, por exemplo, a superoxido
dismutase, catalases e peroxidases (BLEACKLEY; MACGILLIVRAY, 2011). Com a

baixa concentracdo desse elemento no meio intracelular, a célula criou mecanismos
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de armazenagem de manganés em organelas celulares especificas como

mitocdndria, vesiculas e peroxissomos.

1.4- Metaldomica e Metaloproteinas

Metaldbmica e metaloprotedbmica sdo areas que contribuem
significativamente para o entendimento de sistemas bioldgicos. Estas areas de
estudo permitem investigar o papel, captagao, transporte e estocagem de metais em
sistemas biologicos (SHI & CHANCE, 2008). A metalémica é definida como a analise
do total de metais em uma determinada amostra, tecido ou organismo e a
metaloprotedémica tem como foco explorar proteinas que se associam a metais (SHI
& CHANCE, 2008). Os estudos destas duas areas permitem conhecer a quantidade
de metais em nivel intracelular, a localizacdo e a funcdo que estes exercem quando
associados a proteinas. A compeensao destas areas auxilia no entendimento de
sistemas bioldgicos mais complexos como, por exemplo, em um processo infeccioso
(ZERKLE et al., 2005). O estudo da metalédmica é feito através de diversas técnicas,
que permitem uma abordagem in vivo e in vitro (CHAN, 2011). Dentre estas diversas
técnicas,destacam-se trés. A primeira € a espectrometria de massa (MS), com
ionizagao por plasma (ICP) sendo denominada de ICP-MS. Essa técnica € muito
sensivel, capaz de detectar pequenas quantidades de metais e, além disso,
multiplos elementos metalicos simultaneamente. O ICP-MS se baseia no
acoplamento de uma fonte de ionizacdo por plasma, que permite a ionizagcao das
moléculas da amostra em altas temperaturas, com um espectrobmetro de massas
para separar e detectar os ions da devida amostra. A segunda técnica € a absorgao
espectroscopica de raios-X em larga escala, essa técnica faz analise direta de
metaloproteinas e metais em tecidos e células (SHI et al., 2008; LOBINSKI et al.,
2006). A terceira técnica € a busca de dominios conservados de proteinas que se
ligam a metais, utilizando ferramentas de bioinformatica, por meio da pesquisa direta
no genoma do organismo ou pela analise de suas sequéncias proteicas,
identificando, assim, a fungdo e localizacdo das metaloproteinas analisadas
(BERTINI& CAVALLARO, 2009; ANDREINIet al., 2004).Além disso,podemos obter
especificamente o tipo de metal ligante e a estruturagdo tridimensional

dasmetaloproteinas.Portanto, este trabalho tem como objetivo realizar analise
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metaldbmica e metaloprotedmica do fungo patogénico P. brasiliensis durante a

infeccao de macrofagos.

2-MATERIAIS E METODOS

2.1- Cultivos de P. brasiliensis

Foi utilizado o isolado 01 (ATCCMYA-826) e 18 de P. brasiliensis, tanto na
forma de levedura como de micélio. A células leveduriformes foram cultivadas em
meio Fava-Neto a 37°C por 7 dias (FAVA-NETO, 1995) e as micelianas a 22°C por
15 dias.

2.2- Obtencgao e cultivos de macrofagos murinos e J774

2.2.1- Cultivo de macréfagos murinos

Foram submetidos a eutanasia camundongos BALB/c machos, de 4-12
semanas de idade. Para a obtengao dos macrofagos, os fémures foram lavados com
PBS 1x (FORTIER e FALK, 2006). O preparado de células foi cultivado numa estufa
a 37°C sob 5% de atmosfera de CO, em RPMI suplementado com soro fetal bovino
(10%), aminoacidos nao essenciais, GM-CSF 100 ng/mL e gentamicina 10 pg/mL e
adicionamos GM-CSF nas células no 2° dia, no 6° dia e a partir do 8° dia as células

ja poderamser utilizadas para infecgéo.

2.2.2- Cultivo de macréfagos eternizados J774

A linhagem de macrofagos J774 (ATCC TIB-67) foi cultivada em meio
RPMI suplementado de soro fetal bovino, INF-gama, gentamicina e solugdo de
vitaminas durante trés semanas a 37°C em estufa de CO, a 5% até o seu
crescimento. Posteriormente, foi realizado o repique do macrofagos até obtermos

uma quantia de 1x10° células/mL para infecgdo com P.brasiliensis.
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2.3- Infecgoes dos macrofagos murinos e dos macréfagos eternizados J774

Apos oito dias de cultivo, o meio contendo as células ndao aderentes foi
descartado e as células aderentes foram lavadas duas vezes com PBS 1x.
Posteriormente, as células foram tratadas com tripsina a 37°C por 5 minutos. Os
macrofagos foram removidos e lavados com PBS 1x. As células foram coletadas por
centrifugacdo a 2.500 rpm por 10 minutos e ressuspendidas em RPMI 1640 na
concentragdo de 2x10° celulas/mL. Para os ensaios de infecgdo, foram adicionados
2,5x10° células de P. brasiliensis em placa de 24 pocos contendo em cada poco
1x10° células/mL de macréfagos. Apos 24 horas de co-cultivo na estufa de CO, 5%,
as leveduras nao fagocitadas foram descartadas e os macréfagos infectados
lavados duas vezes com PBS 1x para completa remocéo das células leveduriformes
nao aderidas. Os macrofagos infectados foram lisados com agua ultra pura. As
células fungicas foram coletadas por centrifugacao, lavadas duas vezes com PBS 1x
e, posteriormente, o fungo recuperado e o sobrenadante foram submetidos a analise

metaldmica.

2.4- Obtencgoes de extratos proteicos de P. brasiliensis

Os extratos proteico de levedura e micélio foram obtidos a partir do cultivo
do fungo em meio Fava-Neto (FAVA-NETO, 1995) semi-solido por 7 dias e,
posteriormente, as células foram transferidas para o meio Fava-Neto liquido e
incubado por 72 horas a 37°C, para levedura, e 7 dias a 22°C, para micélio, sob
agitagao, a 150 rpm. Posteriormente, as células foram centrifugadas (4000 rpm),
lavadas com PBS 1x duas vezes em tubos, ressuspendidas com tampéo PBS 1x e
transferidas para tubos de extracdo contendo micro pérolas de vidro, onde foram
agitadas com Beadbeater. O lisado foi centrifugado duas vezes para retirada de
restos celulares. O extrato proteico foi quantificado pelo método do Bradford
(BRADFORD, 1976).

2.5- Quantificagdo com ICP- MS

Para a analise de metais, foi utilizado o espectrometro de massas ICP-MS

7500ce (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Este equipamento é equipado
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com uma célula octapolo e pode ser operado com ou sem gas de colisdo. Um
nebulizador Meinhard, uma camara de spray refrigerada Peltier (2°C) e uma fonte de
excitagdo ao estado de plasma constituem o sistema de introducdo de amostras sob
condigdes de plasma padrao (WINTERS et al, 2010).

3-RESULTADOS E DISCUSSOES

Segundo Baildo et al. (2006), os mecanismos de captagdo de
micronutrientes como ferro, cobre e zinco por P. brasiliensis ainda nao sao
conhecidos, mas dados transcricionais demonstraram provaveis estratégias para
captagao de tais metais pelo fungo. Posteriormente, Silva, et al (2011) demonstrou
que fungos patogénicos como Paracoccidioides brasiliensis, Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii apresentam um complexo mecanismo de
homeostase de metais. Além disso, Paracoccidioides brasiliensis desenvolveu
mecanismos de producgao de sideroforos, responsaveis pela captura de ions férricos
livres, na forma insolivel (Fe*’) reduzindo-o a forma soluvel (Fe*?). Metais de
transicéo, tais como cobre, ferro e zinco, desempenham fungdes importantes nos
seres vivos. Um exemplo s&o as proteinas que apresentam sitios ativos para metais.
Essas proteinas desempenham papel catalitico em diversas rotas metabdlicas,
como é o caso da enolase, uma enzima que contem sitio ligante de zinco e participa
da 9° etapa da via glicolitica, convertendo o 2-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato
(ANDREINI et al, 2006). Proteinas contendo ions metalicos intrinsecos sdo uma das
classes com maior diversidade, desempenhando papéis estruturais e regulatérios
criticos para fungdo protéica, como mostrada por Winters (2010) que 30% das
proteinas possuem alguma afinidade a ions metalicos (DEGTYARENKO, 2000).
Com objetivo de iniciar estudos sobre metaloproteinas do fungo, foram obtidos
extratos proteicos de ambas as formas de P. brasiliensis. Os extratos proteicos que
foram obtidos a partir do cultivo do fungo em meio Fava-Neto a 23°C para micélio e
36° para levedura e analisados em gel SDS-PAGE no intuito de verificar a
integridade dos extratos, como mostrado na figura 01. Os extratos proteicos obtidos
submetidos as analises de ICP-MS para estudo de metaloproteinas estao
demonstrados na figura 02. Pode-se observar que o ion ferro € o metal mais

abundante presente no extrato de Paracoccidioides sp.. Tal observacéo é suportada
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pelo fato do ion ferro ser o metal mais abundante nos organismos vivos seguidos por
zinco e cobre (ANDREINI et al., 2006).

LEV  MIC

Figura 01. Extratos proteicos citoplasmaticos extraidos do fungo P. brasiliensis das duas formas,
levedura (LEV) e micélio (MIC).
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Figura 02. Analise quantitativa dos metais presentes nos extratos proteicos do P. brasiliensis 01 nas
formas de levedura (grafico A) e micélio (grafico B). E possivel observar que, em levedura, o ion ferro
€ o metal mais abundante seguido por zinco e cobre. Ja no extrato de micélio, observa-se uma maior
abundancia do ion ferro, mas com a mesma proporgao de zinco e cobre.

Tanto macréfagos quanto fungos necessitam de metais para
sobrevivéncia, estudos destes micronutrientes podem ser a chave para entender
mecanismos complexos da interacdo parasito-hospedeiro. Como mostrado por
Winters et al (2010), ha mecanismos pelos quais o INT-gama inibe o crescimento
intracelular do Histoplasma capsulatum pela restricdo de ferro. Neste mesmo

trabalho, € mostrado que a restricdo de zinco tem importante influéncia na acao do
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GM-CSF na diferenciagdo celular dos macrofagos. Estudos semelhantes ao do
Winters, realizado por Sutak, et al (2008), revela que a disponibilidade de ferro no
hospedeiro tem importante papel no mecanismo de invasao do fungo uma vez que
quantidades reduzidas deste elemento é considerado um fator de viruléncia.
Segundo Raja, et al (2013), a alteragdo dos niveis de cobre também podem
influenciar na capacidade de sobrevivéncia dos patégenos. Adicionalmente, estudos
in vitro com Cryptococcus neoformans demonstraram que este organismo consegue
se adaptar a condigbes elevadas de cobre alterando sua morfologia e viruléncia.
Além disso, o fungo pode sequestrar quantidades mais elevada deste metal em
relagao a outros microrganismos.

Neste trabalho, nés detectamos (Tabela 01) uma diminuicao significativa
nos niveis de magneésio, manganés e zinco nas células de levedura recuperadas da
infecgdo dos macrofagos. Houve também uma clara diminuic&o nos niveis de cobre

e ferro nas células fagociticas depois da infeccéo.

Tabela 1. Quantificagdo de metais em células de P. brasiliensis e macréfagos (BMDM e J774).
@Diferenga significativa com 95% de confianga, teste t. Os dados foram expressos em ng/mL

382,56 10174,86 2245,69° 4576,95 2487,87

204,80 583,30* 1344,91 1215,34 1518,33 1150,69 42,18 53,44
2,93 3,03 51,42 15,88% 36,04 20,17 0,77 0,54
332,43 383,65 1641,97 1350,86 875,28 2238,27 32,99 34,59
1,04 2,66° 11,74 5,61 1,44 1,67 0,38 0,04
21,39 51,74 95,46 84,61 24,65 16,11 2,81 2,65

34,76 18,93 142,10 60,19 154,10 66,22 1,32 8
140,87 124,53 5583,12 571,642 3848,98 1022,16 9,52 22,35
5,94 4,51 27,33 - 5,57 0,15

Estudos semelhantes aos nossos, realizados por WINTERS e colaborares
(2010) visando a quantificacdo de metais durante a infeccdo de Histoplasma
capsulatum em macrofagos, mostraram que os niveis de metais como magnésio,
zinco, cobre, manganés e calcio estavam alterados em relagcdo ao controle. Estes
resultados sugerem que o fungo desenvolveu mecanismos de defesa para
sobreviver ao ambiente hospedeiro. Além disso, foi detectado também um aumento
significativo nos niveis de calcio e cobalto nos macréfagos J774 infectados quando

comparados com os nao infectados. O aumento de Ca e Co nos macréfagos
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infectados indica que estes micronutrientes sao importantes para uma eficiente

resposta imune contra o P. brasiliensis.
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Figura 02. Andlise quantitativa de metais presentes em células fungicas durante a infecgao. A,
B, C e D mostram uma clara diminui¢do nos niveis de Cu, Zn, Mn e Mg, sugerindo mecanismos de
sobrevivéncia desenvolvidos pelo fungo.E e F mostram um aumento nos niveis de Ca e Co,

sugerindo mecanismos de defesa criado pelo hospedeiro para eliminar os patégenos, apresentando
diferencga significativa, com P <0,05.

5- CONCLUSOES/CONSIDERAGOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos, foi possivel verificar que: os niveis de
metais (Mg, Ca, Mn, Co e Zn) foram alterados durante o processo infeccioso,

sugerindo a participacédo destes elementos na complexa interagdo fungo-macrofago.
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Na analise metaldmica dos extratos proteicos foi observado que o ferro é o elemento

mais abundante dentre os metais analisados seguidos de zinco e cobre.
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