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“MORFOLOGIA E CLONABILIDADE DE
Paracoccidioides brasiliensis”

Resumo

Paracoccidioides brasiliensis € um fungo termodimérfico agente etiolégico da
paracoccidioidomicose, micose sistémica de grande importancia médica em varios
paises da Ameérica latina, em especial o Brasil, onde tem sido amplamente
pesquisado. Neste trabalho, estudou-se a morfologia e fisiologia do fungo termo-
dimérfico Paracoccidioides brasiliensis em diversos meios de cultivo e temperaturas,
visando principalmente identificar condicfes ideais para obter células com morfologia
de facil dispersao e que se aplique a obtencéo de clones via micromanipulacdo. Esta
analise possibilitou a observacdo de diversas peculiaridades no desenvolvimento
leveduriforme e filamentoso deste fungo, incluindo a observacéo de padrdes atipicos
de dimorfismo em determinadas condi¢cdes de cultivo, bem como a escolha de
determinados meios que induzem o desenvolvimento de células com a morfologia
ideal & micromanipulacdo. Entre o0s clones obtidos, foi possivel observar
caracteristicas morfologicas distintas, o que poderia apresentar uma evidéncia de
gue um isolado pode ser composto de coldnias policlonais ou mesmo de mais de um
tipo de isolado do mesmo fungo. Com a finalidade de detectar eventuais alteragfes
genéticas que justificassem essas diferencas morfologicas, alguns clones
morfologicamente distintos de Pb 18 foram selecionados e submetidos a extracao de
DNA para sua analise. Para tal, foram escolhidas 3 regiées, sendo uma referente ao
DNA nuclear (pbGP43, gene que codifica para o principal antigeno deste fungo), e
outras duas ao DNA mitocondrial, (regido codificadora da proteina COX 2,
subunidade 2 da citocromo oxidase e da regido intergénica, entre os genes COX 1 e
ATP 9). Ao final, comparando-se as sequéncias dos clones entre si e seu isolado de
origem, o Pb 18, ndo foram identificadas alteragbes nas regides analisadas,
mostrando que a analise destas regides € insuficiente para brnecer justificativas
moleculares para a morfologia distinta dos clones.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, morfologia, clonabilidade,
variabilidade.



"MORPHOLOGY AND CLONABILITY IN Paracoccidioides brasiliensis™"

Abstract

Paracoccidioides brasiliensis is a thermodimorphic fungus that causes
paracoccidioidomycosis, a clinically important systemic mycosis in Latin America,
especially in Brazil, where it has been widely investigated. In the present study,
morphological and physiological aspects of this fungus were studied at various
temperatures and different culture media, aiming to point the ideal conditions to
obtaining cells presenting easy-dispersion morphology, what could be used for clone
obtaining via micromanipulation. In this analysis was possible to observe some
peculiarity in the yeast and filamentous development form of this fungus, including
atypical dimorphism patterns at some specific culture conditions, as well as the
choice of micromanipulation suitable morphological cell development inductive
culture media. Also, it was possible to observe distinct morphological characteristics
among the clones obtained, what could introduce the evidence that an isolate could
be consisting of policlonal colonies or even consisting of more than one isolate kind
of the same fungus. With the purpose of detect genetic alterations that could justify
these morphological differences, some morphologically distinct Pb 18 clones was
selected and submitted to DNA extraction for analysis. For that, three DNA regions
were chosen, being one in the nuclear DNA (pbGP43, main antigen codifying gene of
this fungus), and two others in the mitochondrial DNA, (the protein COX 2 codifying
region, the sub-unity 2 of citochrome oxidase, and the intergenic region, between
COX 1 and ATP 9). After comparing each other clone sequences and his original
isolate, the Pb 18, any sequence alterations was detected, showing that the analysis
of these regions was insufficient to provide any molecular evidence to justify the
clones distinct morphology.

Key-words: Paracoccidioides brasiliensis, morphology, clonability, variability.
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1. INTRODUCAO

1.1 Micoses Sistémicas

Os fungos que causam micoses sistémicas s&o caracterizados por sua
disseminacdo em todos os sistemas organicos. Porém as manifestacdes cutaneas
causadas pelos fungos sistémicos podem criar alguma confusdo: os organismos
podem ter produzido uma infeccdo sistémica que se disseminou para a pele; ou
entdo sdo capazes de provocar infeccbes cutaneas primarias sem manifestacoes
sistémicas evidentes. Muitos fungos oportunistas podem provocar doencas
sistétmicas em condi¢cdes favoraweis; por exemplo, em pacientes debilitados ou
imunodeprimidos (KERN ; BLEVINS, 1999).

Os fungos mais associados as micoses sistémicas sao: Blastomyces dermatitis,
agente da blastomicose; Histoplasma capsulatum, agente da histoplamose;
Coccidioides immitis, agente da coccidioidomicose e, Paracoccidioides brasiliensis,
causador da paracoccidioidomicose. Estes fungos apresentam dimorfismo, uma
caracteristica genética associada a sua patogenicidade, que consiste em uma
adaptacdo morfofisiologica dependente de fatores intrisecos e principalmente
extrisecos- 0s quais podem ser temperatura, alimento ou disponibilidade de oxigénio

(MARESCA ; KOBAYASHI, 2000; SAN-BLAS et al., 2002).

1.2 Historico da Paracoccidioidomicose
A paracoccidioidomicose foi descrita inicialmente em 1908 por Adolpho Lutz
na cidade de S&o Paulo no Brasil, o qual publicou suas observa¢gdes na revista

“Brasil Médico”, afirmando ter obtido o cultivo do parasita, a partir de lesdes



ocorridas em individuos infectados. Apds a descoberta da doenca, iniciaram-se
inimeros registros de casos e tentativas de isolamento do fungo para sua
caracterizacao (LACAZ, 1982).

De 1908 até 1915 Alfonso Splendore estudou numerosos casos de PCM,
caracterizando melhor as culturas fungicas e sugerindo em 1912 o nome Zymonema
brasiliensis ao agente etioldégico da paracoccidioidomicose (LACAZ, 1994). A doenca
passou entdo a ser denominada “blastomicose brasileira” e logo apds, “blastomicose
sul - americana”, devido aos casos observados em outros paises da América do Sul.
Outras sinonimias foram criadas como granulomatose blastomicéide neotropical,
granuloma paracoccidioidico, adenomicose, doenca de Lutz, estando hoje definida
como paracoccidioidomicose (LACAZ, 1991).

Em 1927, o médico Floriano Paulo de Almeida passou a estudar o agente
etiolégico desta micose, diferenciando-o do fungo também patogénico Coccidioides
immitis com o qual vinha sendo confundido. Em 1930, Almeida criou um novo género
dentro do Reino Fungi- Paracoccidioides, revalidando a espécie brasiliensis criada
anteriormente por Splendore. A partir de 1930, os estudos sobre a
paracoccidioidomicose se intensificaram, devido a varios fatores como 0s avangos
da imunologia; o aparecimento de drogas para o tratamento da doenca; descoberta
do dimorfismo de P. brasiliensis, o qual passou a ser analisado também pela
microscopia eletrénica- o que possibilitou a visualizagcdo de estruturas internas
auxiliando também na compreensdo de sua biologia celular. Também, inUmeros
estudos sobre a etiologia e etiopatogenia foram realizados (LACAZ, 1994).

Atualmente j& h& uma bibliografia expressiva (cerca de 950 trabalhos

mencionam o nome do organismo, no PubMed do NCBI, setembo de 2005) sobre a



paracoccidioidomicose e seu agente etiolégico, porém ainda existem muitos
aspectos sobre sua biologia e fisiologia a serem explorados, em estudos classicos
ou moleculares. O género Paracoccidioides foi inserido por Ciferri e Redaelli (1936)
na familia Paracoccidioidaceae, porém Ajello (1977) classificou-o na familia
Moniliaceae, a qual compreende fungos mitosporicos como Candida albicans,
Oidium dermatitis, Aspergillus e Penicilium, cujos conidiéforos e conidios sao
hialinos e de cor brilhante (SILVEIRA, 1995).

Recentemente vem se aplicando técnicas de biologia molecular para o estudo
do P. brasiliensis, estudos esses relevantes para o0 diagndstico da
paracoccidioidomicose, epidemiologia, fatores de viruléncia, mecanismos de
patogenicidade, caracterizacdo de alvos moleculares para a a¢do de antifingicos e
também contribuiram para a taxonomia (CISALPINO ; TRAVASSOS, 2002).

O emprego dessas técnicas, que iniciou-se principalmente a partir da década de
90 foi fator determinante para a reclassificacdo taxonémica de P. brasiliensis.
Atualmente P. brasiliensis € classificado como um fungo mitospérico pertencente a
ordem Onygenales (Mitosporic Onygenales, Onygenales, Eurotiomycetes,

Pezizomycotina, Ascomycota, Fungi— NCBI TAXONOMY ID: 121759)

1.3 Epidemiologia da Paracoccidioidomicose

Ao estudar a distribuicdo geografica (Fig. 1.1) e comportamento epidemiologico
da PCM, infere-se que esta é uma micose restrita ao continente americano, sendo
circunscrita aos paises latino-americanos (GREER; RESTREPO,1977), onde
distribui-se de forma heterogénea, mesmo dentro das &areas endémicas (WANKE ;

LONDERO, 1994).
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Fig. 1.1: Distribuicdo geografica da paracoccidioidomicose. Fonte: Franco et. al., 1994.

De acordo com Blotta et al (1999),0 Brasil € o pais onde registra-se o maior
namero de casos de paracoccidioidomicose, onde estima-se haver uma incidéncia
anual de 1 a 3 casos por 100.000 habitantes e uma significante mortalidade de
0,14:100.000 habitantes (LAZERA et al, 1998)

Foi sugerido que as exigéncias ambientais para o crescimento do P.
brasiliensis na natureza explicam sua distribuicdo heterogénea ou a n&do ocorréncia
da micose em determinadas regides do continente. A inexisténcia de fatores
climaticos propicios ao desenvolvimento do fungo na natureza explica a auséncia da
PCM no Chile (ALLISON et al., 1979). Por outro lado, a existéncia de condicOes
favoraveis ao crescimento do fungo na natureza tornam a ndo ocorréncia da doenca
inexplicavel em paises como El Salvador (BLOCH et al., 1975).

A partir de 1987, notificaram-se casos nas ilhas caribenhas de Trinidad,
Grenada e Guadalupe (WANKE, 1999).

Todos os casos observados fora da area endémica (Europa, Estados Unidos,
Africa, Asia, Oriente Médio, sdo de pessoas que adquiriram a micose na América

Latina, onde viveram ou visitaram anteriormente ( WANKE ; LONDERO, 1994).



No Brasil ha incidéncia em varios estados, somando 80% dos casos
conhecidos, sendo a maioria descrita no Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Pais.
Embora se acreditasse que a PCM era rara ha Amazo0nia, testes realizados no Para
(1988) e Rondobnia (1994), mostraram alta prevaléncia de infecccdo nessa regiao,
demonstrando que a mesma poderia vir a ser uma importancia zona endémica.
Simultaneamente, verificourse o0 crescimento do numero de pacientes
diagnosticados com PCM na Uultima década no Hospital de Doencas Infecto
Contagiosas, HDIC, em Teresina, Piaui. Em dezembro de 1994, 115 casos de PCM
foram diagnosticados no HDIC, incluindo a Amazbnia como uma zona endémica
para esta micose. Casos nao autoctones foram identificados no estados do Piaui,
onde todos os pacientes eram provenientes do Maranhdo, Para ou Tocantins.

A ruralizacdo, desmatamento e revolvimento do solo em regides onde o fungo
€ nativo seriam as causas do aumento de casos de PCM em determinadas regifes.
No Sul, Sudeste e Centro-Oeste — &reas antigas de endemicidade no Brasil, a
incidéncia se apresenta estavel ou em declinio, devido ao avanco da urbanizacao da
populacdo. Todavia nas areas com recente implantacdo da agricultura, envolvendo o
desmatamento da floresta nativa, como observado nos estados de Tocantins, Para,
Mato Grosso, Rondénia e Acre, a incidéncia € alta e crescente, caracterizando esta
infeccAdo como uma micose emergente na regido amazbnica brasileira e
consagrando-a como um importante problema de saude no Brasil (WANKE, 1999).

A PCM que ocorre nos estados do Para, Maranhdo e Tocantins - colonizados
nas ultimas trés décadas, apresenta uma peculiaridade interessante: a alta
prevaléncia de casos registrados em criangas, comparecendo em percentuais duas

a trés vezes maiores gque os observados em outras regides endémicas do Pais. Isto



ocorre devido as atividades das criangcas em areas limitadas e a permanéncia
duradoura das familias em tais regides. Presume-se que casos de criancas de baixa
idade com PCM possam ser 6timos indicadores de &reas restritas onde a infec¢éo
tenha sido adquirida (FONSECA et al., 1999).

O habitat natural e a ecologia do P. brasiliensis ainda ndo se encontram
definidos. Aceita-se que tais fungos dimoérficos vivem saprofiticamente em solos
umidos, locais ricos em proteinas e com variacbes minimas na temperatura. Nesses
locais o fungo cresce como micélio, produzindo conidios compativeis com a
dispersdo aérea @leurioconidios), e que uma vez inalados, penetram pelas vias
respiratorias alojando-se nos alvéolos pulmonares (BORELLI, 1972).

Sabe-se que o isolamento de P. brasiliensis do solo ou de vegetais é dificil;
guando bem sucedido, o re-isolamento na mesma regido torna-se ainda mais raro
(FRANCO et al, 2000). No entanto, poucas sao as tentativas bem sucedidas deste
procedimento, acredita-se que a presenca de fungicidas, herbicidas e inseticidas no
solo das plantacdes interfiram no isolamento do fungo (SILVA-VERGARA et al,
1998). Em 1986, P. brasiliensis foi isolado a partir de visceras do tatu Dasypus
novemcinctus (NAIF et al., 1986). A partir de entdo, foram realizados varios
isolamentos do fungo a partir desta espécie de tatu em varias regides endémicas do
Brasil (MARQUES, 2003).

Além de tatus, cdes também tém sido apontados como possiveis
reservatorios de P. brasiliensis, Ono et al (2001), utilizando metodologia tipo Elisa,
investigaram a prevaléncia de sorologia anti-Pb em 305 cdes da zona urbana,
periurbana e rural de Londrina, PR, detectando nessas regifes indices de

positividade de 14%, 48,8% e 89,5% respectivamente. Fagundes (2002), utilizou



metodologia semelhante a de ONO para investigar 282 caes da zona rural de area
endémica em Botucatu, SP, onde observouse 35% de sorologia positiva nos
animais. A técnica de PCR para tentativa de isolamento do fungo diretamente de
amostras do solo de areas endémicas vem, recentemente, revelando-se promissora

(RESTREPO et al, 2001).

1.4 A Paracoccidioidomicose Infeccéo

A infeccao € adquirida pela inalacdo dos propagulos de P. brasiliensis que se
encontram em seus micronichos como o0 solo e detritos vegetais, sob condi¢des
apropriadas. Nesses locais, o fungo vegetaria livre, ou hipoteticamente associado a
um vetor, possivelmente um artropode. A infeccdo também pode ocorrer, menos
freqlentemente via cutanea ou através de mucosas (LONDERO, 1982). Apds a
infeccdo, os propagulos sdo fagocitados pelos macréfagos alveolares, iniciando-se
um processo inflamatério no parénquima pulmonar. Nessa fase ocorre disseminacao
hematogénica para outros locais. Se o hospedeiro apresenta-se em bom estado de
salde, todos esses focos comecam a regredir com o estabelecimento da imunidade
celular, ocorrendo necrose envolvida por fibrose. Estas lesdes regridem
espontaneamente, tornam-se residuais, podendo abrigar fungos viaveis latentes
(BARTHOLO et al., 2000).

A incidéncia € menor em crian¢as com idade inferior a 10 anos: o mais jovem
e 0 mais velho paciente que desenvolveram a PCM tinham respectivamente 3 e 102
anos de idade (MARTINS et al., 1986, LONDERO ; RAMOS, 1990).

A manifestacdo clinica da PCM é mais frequentemente observada em

homens que em mulheres, constituindo a propor¢cdo de homens/mulheres de 13:1,



sendo 80 a 90% dos portadores homens adultos na faixa etaria de 30-60 anos
(ARISTIZABAL et al., 1998). Esse numero diminui em pacientes com menos de trinta
anos de idade; em criangas ambos 0s sexos sao igualmente afetados (LONDERO ;
RAMOS, 1990). No sexo feminino, a ocorréncia da forma disseminada se d& apenas
em meninas antes da menarca e em mulheres apds a menopausa (SIDRIM ;
MOREIRA, 1999).

Nicol et al., em 1965 relatam uma das primeiras observacdes de que as
mulheres seriam menos susceptiveis a PCM que os homens, provavelmente devido
a fatores hormonais. Salazar et al. (1988), em um estudo in vitro demonstraram que
a administracdo de quantidades de estradiol acima das concentracdes fisiologicas
inibe a transformacdo de conidios em leveduras, ou seja, a forma infectante na
forma parasitaria. Stover et al., (1986), descreveram uma proteina no citoplasma de
P. brasiliensis, em ambas as fases de desenvolvimento, que se liga ao estrogénio,
ou seja, um provavel receptor do horménio.

Os trabalhadores rurais sdo os mais atingidos, pincipalmente aqueles que
trabalham com atividades relacionadas ao solo e a agricultura (RESTREPO, 1985).
No Uruguai a micose € reconhecida como uma doenca tipicamente ocupacional,
ocorrendo apenas em madeireiros (CONTI-DIAZ et al., 1989).

A doenca geralmente apresenta-se sob duas formas: aguda (tipo juvenil) e
cronica (tipo adulto). A forma aguda é responsavel por 3 a 4% dos casos com
disseminagdo hematogénica ou linfatica, com o comprometimento sistémico e
hipertrofia do baco (BRUMMER, et al., 1993; MONTENEGRO, 1986). Caracteriza-se
também por um curso mais rapido (semanas ou meses) e por marcante

envolvimento do figado, ganglios e medula 6ssea. A maioria dos pacientes é



constituida por criangas ou adultos jovens com func¢éo imune gravemente deprimida
(BARTHOLO, et al., 2000).

A forma crbnica representa mais que 90% dos casos, sendo a maioria
constituida por homens adultos. Em aproximadamente 25% dos casos, 0 pulméao € o
unico orgao afetado. Em outros casos, o envolvimento pode ser silencioso, e quando
0 paciente procura assisténcia médica, a doenca jA se apresenta disseminada
(ANGULO- ORTEGA, 1972). A PCM é uma doenca com tendéncia a disseminacao,
sendo pouco freqliente quadros isolados. Nos casos de PCM crbnica é frequiente o
envolvimento da pele, mucosas das vias aéreas superiores, tubo digestivo e
linfonodos. Também podem ocorrer graves complicacbes como a
neuroparacoccidioidomicose, caracterizada pelo comprometimento do sistema
nervoso, e insuficiéncia respiratéria cronica devido a evolucdo do comprometimento
pulmonar (BARTHOLO et al., 2000).

Para combater e controlar a PCM, sdo empregadas drogas antifUngicas como
Itraconazol, Anfotericina B, Cetoconazol, Sulfadiazina, Terbinafina, Caspofungina,
Fluconazol, Sulfametoxazol, os quais podem ser utilizados isolados ou associados, 0
gue depende de cada caso. O tratamento inclui uma fase de ataque e outra de
manutencao. A duracdo do tratamento esta relacionada a progressdo e resposta

individual do paciente ao tratamento (MARQUES, 2003).

15 A Biologia de Paracoccidioides brasiliensis: Dimorfismo,
Reproducao e Cultivo.

O P. brasiliensis, € um organismo pleomérfico dependente da temperatura

para manifestar sua morfologia SAN BLAS ; SAN BLAS, 1994), apresenta duas
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formas de crescimento, a forma leveduriforme que se manifesta em temperatura de
37°C ou no tecido do hospedeiro (homem), e a forma de micélio, ou bolor, que
cresce em temperatura ambiente ou em seu habitat (solo), sendo por isso
denominado termodimorfico (MEDOFF et al.,1987).

A transicdo miceélio-levedura mediada pelo aumento da temperatura é afeta a
fisiologia mitocondrial e foi dividida em trés estagios: declinio parcial da fosforilacao
oxidativa, nos niveis celulares de ATP, da respiracdo e da concentracdo de
componentes da cadeia transportadora de elétrons; interrupcdo da respiracao e o
estdgio de recuperacdo, culminando com a transformacdo para a morfologia
leveduriforme ( MEDOFF et al.,1987).

Segundo San Blas e San Blas, (1994), os fatores que afetam o dimorfismo
dos fungos causadores de micoses sistémicas sdo 0s nutrientes, temperatura e
disponibilidade de oxigénio. Em P. brasiliensis, a transformag&o ocorre tanto em
meios  ricos em nutrientes como meios definidos, ocorrendo o dimorfismo
independente do meio em que ele se encontra.

A transformacédo da hifa em células leveduriformes se inicia com o aumento
do didametro da hifa nas regides interseptadas e rompimento da parede externa, a
gual passa a permanecer em contato direto com o meio externo. Com esse
aumento, 0s espacos interseptais tendem a se separar, formando células isoladas. A
transformacédo de levedura para hifa ocorre basicamente com a formacdo de uma
gema alargada, a qual desenvolve varios septos engquanto aumenta seu
comprimento e consequentemente diminui seu diametro (CARBONELL; GIL, 1982).

P. brasiliensis apresenta diversos tipos morfolégicos principalmente em sua

fase leveduriforme, os quais ocorrem de acordo com o tipo de brotamento que
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sofrem. De acordo com Lacaz, (1982) tais formas consistem basicamente em

células pequenas, isoladas medindo de 1 a 5mm independentes umas das outras;
elementos esféricos de 6 a 20mm contendo granulagdes espessas de cromatina,

difusas ou em filamentos; células rodeadas por coroa de gemas, conferindo a
caracteristica “roda-de-leme” (formada pela exoesporulagdo multipla da célula mée)
e formas catenuladas, que consistem em cadeia de trés ou mais elementos
formadas pelo brotamento de gemas e a ndo separacdo das mesmas,
caracterizando pseudo hifas.

Até o0 momento ndo se conhece a forma sexuada de reproducdo desse
microorganismo, 0 que o caracteriza como um ser anamorfo, sendo a sua
reproducdo assexuada realizada unicamente por intermédio de esporos SIDRIM ;
MOREIRA, 1999).

Utilizando agar Sabouraud em temperatura ambiente, Lutz (1908) e logo a
seguir Splendore (1910), foram os primeiros a isolar P. brasiliensis, obtendo col6nias
micelianas, semelhantes a algodao.

Assim como outros fungos, P. brasiliensis apresenta variacdes morfologicas
nas colénias de acordo com o meio de cultivo e principalmente com a temperatura
de incubacao. Este fato levou Moore (1935) a criacdo de novas espécies desse
fungo: P. cerebriformis e P. tenuis, que logo foram consideradas como variantes da
mesma espécie (LACAZ, 1991).

No inicio dos estudos de P. brasiliensis, foram propostos e utilizados varios
meios de cultura, visando isolar e cultivar esse fungo. Foram muito utilizados meios

como &gar sangue, agar-chocolate, agar-Saboraud com extrato de malte, agar-
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Saboudaud com extrato de mel, agar-Sabouraud-sangue, dentre outros (ACAZ,
1977).

Para o isolamento de P. brasilensis de lesdes ou material proveniente destas,
sdo utilizados meios de cultura contendo antibiéticos ou outros farmacos que
impedem o crescimento de outros fungos contaminantes e de bactérias (LACAZ,
1991).

O armazenamento de P. brasiliensis € bem sucedido em meio agar-
Sabouraud, com repiques trimestrais em temperatura ambiente ou protegida por
uma camada de 6leo mineral, por aproximadamente um ano (LACAZ, 1994). SILVA
et al., (1994), demonstraram que para se preservar tais culturas protegidas por 6leo
mineral, sdo necessarios repiques com menor espaco de tempo, para que ndo haja
alteracdes fisioldgicas, principalmente no que se refere ao dimorfismo.

O crescimento de P. brasiliensis em meio &gar-Sabouraud se d&
aproximadamente de 20 a 30 dias de incubacdo em temperatura ambiente, sob
forma de colonias brancas aderentes ao meio. As hifas nessas condi¢cdes se
apresentam delgadas, septadas, com esporos intercalares ou terminais (LACAZ,
1982).

A 37 °C, principalmente quando em meios enriquecidos com determinados
nutrientes, ha a producédo de colénias chamadas cerebriformes ou leveduriformes, e
0 exame microscopico destas revela células de varias formas, contendo tubos
germinativos (LACAZ, 1982).

Meios liquidos mantidos em temperatura ambiente ou a 37°C sdo muito
utilizados para o cultivo de P. brasiliensis, pois além de apresentar um bom

crescimento, emprega-se esses meios para determinacao da concentracao inibitéria
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minima de drogas antifungicas (LACAZ, 1991). Além de também serem Uteis para o
crescimento e filtracdo do cultivo, obtendo-se o extrato de levedura, no qual sédo
realizadas culturas posteriores.

Borba et al., 1999, cultivaram o isolado Pb 3698R em meio YPD sdlido e
liquido e analisaram ultraestruturalmente as células oriundas de tais cultivos. Estes
experimentos os levaram a conclusdo de que os meios solidos por conter agar, de
alguma maneira proporcionam o melhor desenvolvimento de células leveduriformes
em relacdo ao cultivo em meios liquidos, pois as células observadas provenientes
dos meios solidos apresentaram-se nitidamente mais viaveis.

Quando certos isolados de P. brasiliensis sdo cultivados em meios escassos
em nutrientes, produzem diversos tipos de propagulos, como artroconidios, conidios
pedunculados e isolados. Quando estes conidios sdo submetidos a temperaturas
mais altas (36-37°C), exibem o termodimorfismo normalmente, produzindo células
leveduriformes com multibrotamentos, estando ligados a reproducdo assexuada
(Revisdo em Restrepo et al, 1993.)

Clamidosporos (chamados por alguns autores de clamidoconidios) séo as
estruturas mais observadas no cultivo in vitro da fase filamentosa de P. brasiliensis.
Estes clamiddsporos constituem-se de estruturas de resisténcia desenvolvidas sob
condicbes adversas como baixos niveis de nutrientes, baixa concentracdo de
oxigénio ou ambos, e possuem espessa parede celular, citoplasma condensado,
numerosas mitocéndrias e podendo ser uni ou multinucleados. (FRANCO et al,
1989)

Em agar-agua a temperatura ambiente, P. brasiliensis produz em sua forma

miceliana varios tipos de estruturas de reproducdo: artroconidios, conidios piriformes
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e aleurioconidios (TELLES, 1994. O agar traz elementos fisiologicamente
importantes, como Zinco, entre outros elementos traco. Esses fatores explicariam
porqué de muitos fungos crescem em agar- agua (LILLY;BARNETT, 1951).

Restrepo et al, 1986, desenvolveram uma técnica para coletar conidios do
isolado Pb Gr em colénias com 3 a 4 semanas de cultivo. O desenvolvimento
morfolégico dos conidios desse fungo foi acompanhado por Restrepo et al, 1986. A
ultraestrutura da formacéo de esporos do isolado IVIC Pb73 foi elucidada por San-
Blas(1986.).

P. brasiliensis também apresenta um pequeno crescimento em agua destilada
estéril, neste caso, 0s nutrientes passam a ser provenientes das hifas mortas
(LACAZ,1991).

Meio minimo com sais minerais, metionina, tiamina e glicose compdem as
condicdes basicas para o cultivo in vitro de P. brasiliensis (SAN BLAS ; SAN BLAS,
1994).

O carater multinucleado das células leveduriformes de P. brasiliensis, sua
capacidade de brotar em forma multipla (“roda de leme”) e sua tendéncia a
permanecerem agrupadas dificulta o processo de clonagem. Quando sao isoladas
por micromanipulacdo, ndo ha o desenvolvimento de colbnias, pois sabemos que
fatores de crescimento liberados por células proximas no meio de cultivo séo
necessarios para o desenvolvimento de col6nias a partir de células isoladas (SAN-
BLAS;CASTANEDA, 1990).

Castafieda et al (1988), descreveram um meio de cultivo que contém um
filtrado de um cultivo prévio de P. brasiliensis capaz de incrementar a porcentagem

de recuperacdo da forma leveduriforme medida como unidades formadoras de
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colénia. Estes autores sugerem que este estimulo seria devido a presenca de
siderdforos contidos no filtrado.

Pesquisas adicionais sdo necessarias para avaliar outros aspectos sobre o
cultivo e biologia de P. brasiliensis, em particular buscar elementos para
compreender melhor as bases da diversidade morfologica entre isolados e se ha

evidéncia de que isolados sejam heterogéneos.
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2. OBJETIVOS

Atualmente existem poucos estudos publicados sobre o comportamento de um
isolado Unico de P. brasiliensis em diferentes meios e temperaturas de cultivo. Ha
uma necessidade de examinar de maneira comparativa 0 comportamento de um
isolado definido em diferentes meios e condicbes de cultivo, visando identificar
condicOes ideais para obter uma morfologia com células de facil disperséo e que se
apligue a obtencao de clones via micromanipulacédo. A avaliacdo de meios definidos
dard uma base para pesquisas no sentido de tentativas de introducdo de marcas
genéticas em P. brasiliensis assim como serd importante para futuras manipulacdes
para a selecdo de clones complementados por genes induzidos via transformacéo e
fixados devido a integracdo homodloga ou a futuros plasmideos replicativos
compativeis. A andlise comparada da morfologia nos diversos meios e temperaturas
de cultivo podera revelar inclusive outros determinantes fisioldgicos. Os objetivos

principais propostos para este trabalho sao:

2.1 Verificar sob diferentes condi¢6es nutricionais a morfologia macroscopica e

microscopica apresentado pelo desenvolvimento das formas miceliana e

leveduriforme cultivadas respectivamente em meios soélidos e liquidos.

2.2 Observar de maneira qualitativa e quantitativa o crescimento dessas culturas.

2.3 Micromanipular células individuais para verificar a clonabilidade de P.

brasiliensis (em particular o isolado Pb18) em diferentes condi¢des de crescimento;
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2.4 Se a obtencdo dos clones de P. brasiliensis for possivel, caracterizar 0os

mesmaos.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 Isolado de Paracoccidioides brasiliensis Empregado e sua

Manutencao in vitro.

Para o presente estudo, utilizou-se o isolado Pb 18 de Paracoccidioides
brasiliensis,fornecido pela UNIFESP (Dra. Rosana Puccia) em 1999, com
caracteristicas de PCM crénica.

O isolado Pb 18 foi mantido individualmente em meio agar- YPD em uma
estufa bacteriolégica (MA 032) aquecida a 36°C, destinada ao cultivo exclusivo deste
fungo na fase leveduriforme, com repiques sendo realizados a cada 15 dias. Todos
isolados juntamente do Pb 18 também sdo mantidos em sua forma filamentosa em
agar YPD e Sabouraud sob temperatura ambiente, em geladeira sob a forma
leveduriforme e também a — 80°C em meio YPD liquido acrescido de 10% de

Glicerol.

3.2 Meios de Cultura Utilizados

Os meios de cultura foram esterilizados por autoclavagem durante 20 minutos
sob a temperatura de 120°C. Para os meios sdlidos adiciona-se 2% de Bacto agar
(DIFCO).

Apbs a distribuicdo dos meios em placas de Petri médias (90 x 15mm), estas

foram secas em estufa a 36°C e armazenadas em refrigerador comum. Os meios
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liquidos apds a autoclavagem foram mantidos em frascos apropriados em
temperatura ambiente.

Foram utilizados 12 meios de cultivo principais para a analise da fase
leveduriforme e miceliana: YPD,YPD 0,5%, YPD10%, YPD 2%G, YPG, YPE, EG,
Batata, Sabouraud, Wo, KAc, e SC. Alguns meios adicionais foram utilizados para
analisar unicamente a utilizacdo de carboidratos e sua relagdo com o dimorfismo,

como YPM,YPS,YP,e YPGal

3.2.1 Meio YPD (meio completo para leveduras contendo dextrose)

Extrato de levedura (DIFCO) 1%, Bacto Peptona (DIFCO) 2%,Bacto Dextrose

(OXOID) 2%

3.2.2 Meio EG (meio contendo etanol e glicerol)
Extrato de levedura (DIFCO) 1%, Bacto Peptona (DIFCO) 2%, Glicerol (MERCK) 2%

Etanol (MERCK) 2%

3.2.3 Meio YPE (meio completo com etanol)

Extrato de levedura (DIFCO) 1%, Bacto Peptona (DIFCO) 2%, Etanol (MERCK)2%

3.2.4 Meio YPG (meio completo com glicerol)

Extrato de levedura (DIFCO) 1%, Bacto Peptona (DIFCO) 2%, Glicerol (MERCK) 2%

3.2.5 Meio YPD10% (meio completo para levedura com 10% de dextrose)
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Extrato de levedura (DIFCO) 1%, Bacto Peptona (DIFCO) 2%, Bacto Dextrose

(OXOID)10%

3.2.6 Meio YPD 0,5% (meio completo para levedura com 0.5% de dextrose)

Extrato de levedura (DIFCO) 1%, Bacto Peptona (DIFCO) 2%, Bacto Dextrose

(OXOID)0,5%

3.2.7 Meio YPD2%G (meio completo para levedura com 2% de dextrose e
glicerol)
Extrato de levedura (DIFCO) 1%, Bacto Peptona (DIFCO) 2%, Bacto Dextrose

(OXOID) 2%, Glicerol (MERCK) 2%

3.2.8 Meio Sabouraud (Bacto neopeptona 10g/L e Bacto dextrose 20g/L- meio
de cultivo para fungos)

Meio Sabouraud (DIFCO)

3.2.9 Meio Batata (Infusdo de Batata 200g/L e Bacto dextrose 20g/L)

Meio batata (DIFCO)

3.2.10 Meio Batata acrescido de dextrose

Meio batata (extrato sélido de batata)(DIFCO), dextrose (DIFCO) 2%.

3.2.10 WO (meio minimo para levedura)

YNB s/ amino &acidos e sulfato de aménio (DIFCO) 0,17%, sulfato de amonio 0,50%
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dextrose(DIFCO) 2%

3.2.11 KAc (meio para esporulacao de leveduras)

Extrato de levedura (DIFCO) 0,1%, acetato de potassio (MERCK) 1%, Bacto

dextrose (DIFCO) 0,05%

3.2.12 SC (meio sintético com 10 aminoéacidos)

(a) Mix 1

YNB sem aminoacidos e sulfato de amoOnio(DIFCO).........c.cccuvveeeieeciiiiiieeeee e 1,679
TIFOSINA (SIGMA) .. ..ot e e e e e e e et e e e e e e e e e s s nsesreeeeeeeeeeeaannnnes 12,5mg
AJENINA(SIGIMA) .ttt e e e e e e e st e e e e e e e e e e s aaa e e e e aaeeeeeannnnrrnneees 2,5mg
(0= Lo | TR TPPPRP 10mg
N TR Tz N L= 11 =Y = T 125mL

Para meio solido, adiciona-se 7,5g de Bacto agar (DIFCO)

Esteriliza-se o Mix | por autoclavagem durante 20 minutos sob a temperatura de 120°C.

(b) Mix Il — aminoacidos

Arginina

Histina

Isoleucina

(SIGMA) ... et e, 150MG
Leucina

][ F= TS L1 SRR 150mg

Fenilalanina(SIGIMA)..........oi et e et e e e naaneas 150mg



22

Treonina (SIGMA) ... ..o e e . 2D0MQ
L] 0 100] = Ta Lo T (5] (Y A SRR 100mg
AQUA ESHIATAL...........eoeeeeeeeeieeeeeeeeeeee et en et e 25mL

Esteriliza-se o Mix Il com o uso de filtro Millipore® previamente esterilizado.

Apbs a autoclavagem do Mix I, ( 125 mL) adiciona-se neste :

Agua destilada autoclavada aqUECIAAL..............eeveeiveeieeeeie e, 108,75mL
VXTI et — e ———— 2,5mL
Solucéo estéril de Dextrose (DIFCO) 40%0........ccuuiiuiieiiiieeeieee e e ee e eenee 2,5mL
LY N =T0 (1 = 14 T OO PPRPT 1,25mL
Total: 250mL

3.2.13 Meio BHI (Brain Heart Infusion)

Infusé@o de cérebro e coragdo acrescidos de dextrose e peptona. (DIFCO)

3.2.14 Meio condicionado ou "spent" — YPD e BHI

Em um erlenmeyer de 1L adiciona-se 800mL de meio liquido YPD e
autoclava-se este material, posteriormente inoculando neste uma consideravel
massa leveduriforme (correspondente a uma coldnia leveduriforme madura de 7 dias
proveniente de meio YPD ou mesmo "spent"’), o qual € mantido em uma incubador
giratéria 36°C e 140 rpm por 7 dias. Este material é filtrado para separar a massa
celular do meio liquido, entdo esteriliza-se este por filtracdo a vacuo utilizando filtro
Nalgene ® 0,2um. Este filtrado denominado meio condicionado ou “spent”, do inglés
“usado”, é armazenado em geladeira. Posteriormente prepara-se 0 meio

condicionado da seguinte maneira: 25% de meio YPD e 2% de agar (total), o qual é
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autoclavado juntamente com uma barra (TeflonO) de agitador magnético. Quando o
meio encontra-se proximo aos 55°C, com o auxilio de uma pipeta estéril adiciona-se
neste, cuidadosamente, 75% em volume de meio “spent”, a temperatura ambiente. A
mistura deve ser homogeneizada no agitador com aquecedor, 0 que evita a
solidificacdo do meio, em seguida, sdo adicionados 15mL da mistura em cada placa
de Petri pequena.

Para o meio condicionado YPD utilizou-se duas proporgdes diferentes, uma de
50% e outra de 75% (v/v), esta metodologia é também utilizada para a elaboracéo

do meio condicionado contendo BHlI.

3.2.15 YPS (Extrato de levedura contendo sorbitol)

Extrato de levedura (DIFCO) 1%, peptona (DIFCO) 2% e sorbitol 2% (MERCK)

3.2.16 YPM (extrato de levedura contendo manitol)

Extrato de levedura (DIFCO) 1%, peptona (DIFCO) 2% e manitol (MERCK)2%)

3.2.17 YP (extrato de levedura sem fonte de carboidrato)

Extrato de levedura (DIFCO) 1% e peptona (DIFCO) 2%- sem adicdo de acucares.

3.2.18 YPGal (extrato de levedura contendo galactose)
Extrato de levedura (DIFCO) 1% e peptona (DIFCO) 2%, acrescido de 2% de

galactose (DIFCO)



24

3.12.18 LB (meio para crescimento de bactérias)
1% de triptona (DIFCO); 0,5% de extrato de levedura (DIFCO); 5% de NaCl e 0,1%

de glicose;

3.12.18 LA (meio para crescimento de bactérias contendo ampicilina)
1% de triptona (DIFCO); 0,5% de extrato de levedura (DIFCO); 5% de NaCl e 0,1%

de glicose; acrescenta-se ao final do preparo, 50 pug/mL de ampicilina.

3.3 Cultivo de Paracoccidioides brasiliensis

O in6culo do fungo nos meios solidos foi realizado com procedimentos
microbiolégicos  padrdes, respeitando  rigorosamente as normas de
biosseguranca,tendo em vista da patogenicidade do fungo

Os in6culos foram realizados no mesmo dia e utilizando col6nias oriundas de
meio agar YPD cultivados por 5 dias a 36°C..

As placas contendo os inéculos em diferentes meios destinados ao cultivo
leveduriforme foram envolvidas em Parafiime “M” (American National Can™) e
incubadas por 30 dias em estufa aquecida a 36°C, destinada exclusivamente ao
cultivo deste fungo na fase leveduriforme, ndo foram realizados repiques.

Para obter o cultivo da fase miceliana, em diferentes meios, as placas
contendo os mesmos foram envolvidas por Parafiime “M”(American National Can™)

e mantidas em temperatura ambiente, ndo foram realizados repiques.
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Para o cultivo em meio liquido, foram utilizados erlenmeyers de 25 mL
contendo 12 mL de meio de cultivo. O in6culo foi realizado utilizando-se a mesma
metodologia empregada para os meios sélidos.

Os erlenmeyers contendo o fungo inoculado foram incubados em um agitador
automatico (Marconi incubador giratério MA 420) a 36°C e a 135 rpm por 30 dias no

maximo.

3.4 Avaliagdo do Crescimento e Morfologia das Culturas

3.4.1- Avaliagéo do Cultivo Miceliano
A aparéncia da colénias micelianas foi analisada semanalmente, onde seu
crescimento e principais alteracdes morfolégicas foram observados e fotografados

com o auxilio de uma camera digital.

3.4.2 Avaliacdo do Cultivo Leveduriforme em Meio de Cultura Liquido

O crescimento fangico em meio liquido foi observado semanalmente,
registrando-se as principais diferencas em cada meio com relagdo ao crescimento e
grau de agregacdo das células leveduriformes durante o desenvolvimento,
caracteristicas como turbidez do meio também foram avaliadas.
As diferencas de crescimento em cada um dos meios bem como a morfologia dos

aglomerados leveduriformes foram registrados fotograficamente por camera digital.
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3.4.3 Analise Microscopica das Colbénias Micelianas e Leveduriformes.

3.4.3.1 Preparacdo do Material para Analise Microscopica- Meios de Cultura

Liquidos.

Para analisar em microscopio 6ptico a morfologia da fase leveduriforme
cultivada nos 12 meios de cultura liquidos, utilizou-se uma pipeta de Pasteur estéril
para retirar de cada uma das culturas uma pequena massa celular, a qual foi
colocada no mesmo momento sobre a lamina. Com uma alca de platina, espalha-se
sobre a lamina a massa junto ao meio liquido para obter-se melhor visualizacao, os
procedimentos posteriores sdo comuns a montagem de uma lamina.

A observacao foi realizada em um microscopio oOptico (Leica DMLB). As
células foram analisadas em todos os aumentos 40, 100, 200, 400 e 1000 vezes, e
guando necessario utilizou-se o dispositivo de contraste de fase ou DIC (contraste
diferencial de interferéncia). O registro fotografico das diferentes células foi realizado
em diferentes aumentos, utilizando-se da maquina fotografica (Leica MPS60)
acoplada ao microscopio. As analises foram realizadas aos 3, 7, 15 e 30 dias de

cultivo. Para a observacao da fase leveduriforme, ndo foi necessaria coloracéo.

3.4.4 Preparacdo do Material para Andlise MicroscOpica- Meios de Cultura

Sélidos.

3.4.4.1 Anélise da Fase Leveduriforme em Meios de Cultura Sélidos.
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A analise da micromorfologia de P. brasiliensis nos diferentes meios de cultivo
sélidos foi realizada aos 3, 7 e 15 dias de cultivo. A metodologia empregada é
comum, com uma al¢ca de platina estéril retira-se da regido periférica da col6nia
desejada uma pequena massa celular colocando-se a mesma sobre uma lamina
contendo solucéo salina estéril (PBS: 8g/L NaCl, 0,2g/L KH,POy4, 1,15 g/L Nay;HPO,,
0,2g/L KCI, pH 7,2) em &gua) ), espalha-se levemente o material e cobre-se o
mesmo com uma laminula. O procedimento utilizado para a observacdo das

amostras foi o mesmo empregado para os meios liquidos.

3.4.4.2 Anéalise da Fase Miceliana em Meios de Cultura Sélidos.

Para obter-se amostras do micélio de P.brasiliensis destinadas a observacao
microscopica utiliza-se uma espatula com a qual realiza-se uma raspagem na
superficie periférica da col6nia transferindo este material diretamente para a lamina
contendo uma 20uL de &gua destilada estéril, ou a mesma quantidade de solugéo de
PBS estéril. Posteriormente, com a mesma espatula realiza-se uma leve maceracéo
na amostra e cobre-se a mesma com uma laminula. Outra metodologia também
empregada consiste na transferéncia da amostra miceliana para um tubo eppendorf®
juntamente de 200uL de a4gua destilada estéril. Realiza-se uma pequena maceracao
no material e suspende-se 0 mesmo por agitacdo com o auxilio de um misturador de
vortex durante alguns segundos ou até que a agua torne-se ligeiramente turva. Para
a analise da micromorfologia temos utilizado as duas metodologias descritas, pois a

segunda facilita a observacdo individual das hifas. Foram analisadas amostras
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obtidas de cultivos referentes a 1, 2, 3, 4 e 5 semanas, registrando-se as alteracdes
observadas durante o desenvolvimento miceliano.

As hifas foram observadas em microscépico optico (Leica DMLB) em todos os
aumentos 40, 100, 200, 400 e 1000 vezes, utilizando principalmente o sistema DIC
e eventualmente do sistema de contraste de fase. O registro fotografico das
diferentes formas apresentadas pelas hifas foi realizado em diversos aumentos,

utilizando-se da maquina fotografica (Leica MPS60) acoplada ao microscopio.

3.5 Obtencéao de clones de Paracoccidioides brasiliensis

A metodologia para a obtencdo de culturas clonais do isolado Pb18 de P.

brasiliensis foi realizada através de micromanipulagéo e ultra- som.

3.5.1 Clonagem via micromanipulacao

Foram utilizadas células leveduriformes oriundas dos cultivos em meios agar
Batata e agar KAc cultivadas por 5 dias as quais foram manipuladas utilizando um
microscopio micromanipulador modelo Singer MSM, seguindo as instrucdes
indicadas pelo manual e CD-Rom do mesmao.

Foram isolados véarios tipos celulares como células isoladas esféricas, células
em exoesporulagcdo multipla, pequenas pseudo hifas e pequenos grupos de células
esféricas agrupadas mecanicamente. Os meios utilizados para o indculo das células
a serem clonadas foram meio condicionado YPD (contendo 50% ou 75% de filtrado),
meio condicionado BHI (contendo 75% de filtrado), meio Batata, KAc e YPD comum.

A observacao da evolucao do desenvolvimento das células foi criteriosa e diaria.
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3.5.2 Clonagem via ultra-som e plagueamento

Primeiramente, antes de submeter as células ao ultra- som, foi realizado um
ensaio em que a intensidade da radiacdo sonica foi analisada com o objetivo de
determinar o nivel tolerado pelas células dos diferentes isolados, sem que
houvessem alteracdes em sua viabilidade, pois sabe-se que o ultra-som pode afetar
a integridade da parede celular.

Antes das células serem submetidas ao ultra-som, estas séo inicialmente
cultivadas em meio agar-BHI, por 5 dias a 36°C. Realiza-se apds este periodo, 0
exame de viabilidade celular, com o corante Trypan Blue (0,4%- DIFCO). Para tal,
primeiramente acrescenta-se uma pequena amostra de células leveduriformes em
um tubo eppendorff ® contendo previamente 50pL de solucéo salina (PBS) acrescida
do mesmo volume do corante, esta amostra € levada rapidamente ao microscopio
optico sendo entdo analisada em campo claro. Ao constatar que as células
encontram-se saudaveis, pequenas porcdes destas sdo transferidas para tubos
eppendorff ® contendo 500 pL de PBS. As células s&o entdo submetidas ao vortex
por alguns segundos e em seguida ao ultra-som (Sonicator modelo XL, Heat
Systems) no nivel 2, por 30 segundos, logo em seguida, estas sdo mantidas em
gelo por alguns segundos. Este procedimento é repetido até serem somados 3
minutos. Finalizando o procedimento, submete-se as células mais uma vez ao vortex
de 5 a 10 segundos ou até que a suspensao celular aparente boa dispersédo, por
eliminagdo dos grumos de células. Coleta-se uma pequena amostra dessas ceélulas

(20uL) repetindo-se em seguida o exame microscopico com a adicdo do corante
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Trypan Blue (DIFCO) para verificar a viabilidade celular do material. Quando as
células apresentam-se aparentemente saudaveis, realiza-se a diluicdo da suspenséo
em PBS nas proporgfes de 1:5, 1:10, 1:15 e 1:20. Aliquotas de 100 pL de cada
amostra previamente diluida sdo inoculadas em placas de Petri contendo 0s meios
soélidos (2% agar): “Spent™ BHI, “Spent™ YPD 75%, “Spent” YPD 50%, YPD e KAc
(extrato de levedura, DIFCO, 0,1%; acetato de potassio, MERCK, 1%; dextrose,
DIFCO, 0,05%). As placas sdo entao examinadas no microscopio
micromanipulador, e os locais onde encontram-se as células isoladas sdo marcados
com o auxilio de uma caneta. Como no processo anterior de obtencao de clones, as
placas sdo observadas no micromanipulador diariamente a procura de eventuais
formacbes de culturas clonais. O restante do procedimento é realizado como

descrito na secéo anterior.

3.6 Cultura e obtencédo de massa leveduriforme de P. brasiliensis

Células leveduriformes do isolado Pb 18 foram cultivadas em meio agar —YPD
por 5 dias. Um material referente a duas placas contendo colénias bem
desenvolvidas € entdo transferido para um erlenmeyer de 2 litros contendo 800mL
de meio YPD liquido. Esta suspensao é mantida de 7 a 10 dias em uma incubadora
giratéria a 36°C e 125 rpm. Posteriormente filtra-se este material utilizando telas de
nylon ou em filtro de papel duplo (0o qual se mostra mais eficiente para a coleta da
massa leveduriforme). Apos a filtracdo, recolhe-se a massa leveduriforme,
congelando-a por imersdo em nitrogénio liquido e entdo armazenando a -80°C. O

sobrenadante, como descrito no relatério anterior, é filtrado a vacuo utilizando filtro
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Nalgene® sendo posteriormente armazenado em geladeira a 4°C para a elaboragéo

do meio condicionado “Spent”.

3.7 Extracdo de DNA total de P. brasiliensis

Para a obtencdo de DNA total de P. brasiliensis primeiramente rompe-se as
células congeladas previamente com o auxilio de um liquidificador industrial Heavy
Duty Laboratory Blender- Waring Laboratory ™ .Neste procedimento utiliza-se uma
massa leveduriforme entre 10-15g, (peso fresco) a qual é transferida para o copo do
liquidificador acrescido de nitrogénio liquido. O liquidificador é acionado em alta
velocidade por cerca de 30s distribuidos em 3 pulsos havendo ruptura das células e
formacédo de um po congelado. Transfere-se entdo este pé para um béquer de
250mL contendo 65 mL do Tampao 25mM Tris pH7,5, 25mm EDTA, 2% SDS
juntamente de 3mg de proteinase K. Com o auxilio de um bastdo de vidro mistura-se
cuidadosamente o material. Esta suspenséo € entdo incubada por 1 hora em banho
com uma temperatura entre 42 e 55°C.

Posteriormente transfere-se o material para tubos plasticos apropriados
centrifugando-os em uma ultracentrifuga Sorvall (modelo RC- 5B) a 5000 rpm por 10
minutos a 20°C. O sobrenadante é recolhido e neste adiciona-se 1:10 de volume de
TrisHCI pH 85 e fenol na proporcdo 1:1, agitando-se por inverséo
(aproximadamente 20X). Centrifuga-se a amostra por 15 minutos a 5000 rpm a 15°
C. A fase aquosa € extraida novamente com um volume de mistura fenol,
cloroférmio e &lcool isoamilico na propor¢cdo de 25:24:1. Nas mesmas condi¢cfes

anteriores centrifuga-se a mistura, coletando-se o0 sobrenadante aquoso e
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adiciona-se neste éter na proporcdo 1:10 para extrair residuos de fenol e
cloroférmio, sendo, apds centrifugacdo, o éter removido por aspiracdo. Em seguida
tranfere-se o0 mesmo para outro tubo onde adiciona-se NaCl 5M na proporgéo 1:20.
Acrescenta-se um volume de isopropanol mistura-se a amostra por inversao,
mantendo-se a mesma em gelo por 15 minutos ou pela noite a —20°C. A solucéo é
transferida para tubos plasticos e centrifugada por 10 minutos a 7000 rpm a 4°C em
ultracentrifuga Sorvall. O sobrenadante € desprezado e o precipitado é dissolvido
em 7 mL da solugdo de NHsAc 2M, 0,2mM EDTA. Em seguida, transfere-se a
amostra para novos tubos da Sorvall e centrifuga-se por 10 minutos a 10000 rpm a
4°C. O sobrenadante é recolhido e precipita-se 0 DNA por adicdo de 3 volumes de
etanol 100%. Apds centrifugacdo (como acima) o sobrenadante é desprezado e o
precipitado lavado com 3 ml de etanol 80%. Apos drenar bem o sobrenadante,

deve-se secar a vacuo brevemente. Por fim, dissolve-se o0 DNA em 2 mL de TE

(10mM Tris pH7,5, ImM EDTA pH 7,5).

3.8 Purificacdo do DNA com gradiente de cloreto de césio- separacdo do DNA

nuclear do DNA mitocondrial

Como pretendia-se analisar apenas as provaveis variacdes polimorficas no
DNA mitocondrial (mtDNA), fez-se necessario separar o0 mtDNA do DNA nuclear
(nuDNA) por centrifugacdo isopicnica em gradiente de cloreto de césio (CsCl)
contendo o corante fluorescente bisbenzidamina (Hoeschst 33258). Neste caso,
utiliza-se 3,1g de CsCl para cada 2,8g de solugéo, o soluto deve se dissolver na

prépria solucdo contendo o DNA. Adiciona-se posteriormente 90uL do corante
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Hoeschst 33258 a 10mg/mL. Com a finalidade de remover o excesso de RNA
insoltvel, apés 10 minutos este material é centrifugado em tubos de polialomero
rigidos (# 355646 do rotor MLA- 80 em ultracentrifuga Beckman Coulter, USA) por
15 minutos a 50000 rpm a temperatura ambiente. Remove-se o sobrenadante
transferindo-o em seguida para tubos “quick seal” do rotor TLN 100, estes sao
centrifugados a 70000 rpm por 19 horas a temperatura de 20°C em ultracentrifuga
Beckman Coulter (USA). ApéOs o periodo indicado, os tubos séo retirados
cuidadosamente da centrifuga para visualizar a separacdo do DNA. Duas bandas de
coloracdo azul claro séo visualizadas com o auxilio de luz ultravioleta longa, a
superior refere-se ao mtDNA, a inferior ao nuDNA. A remocdo das bandas é
realizada com o auxilio de uma seringa com agulha de ponta curva (40x20),
cortando-se o topo do tubo e, com cautela, aspiramos as bandas desejadas. Para
retirar a bisbenzidamina, as amostras s&o transferidas para tubos eppendorf ©
adicionado-se butanol saturado com agua (v/v), mistura-se a amostra por inversao
varias vezes e centrifuga-se por 1 minuto em microcentrifuga a 14000 rpm, o butanol
(fase superior) é recolhido por aspiragédo. Este procedimento € repetido entre 4 a5
vezes. Para remover o CsCl as amostras sdo colocadas em sacos de dialise, que
sdo deixadas em repouso em agua milliQ por 45 minutos. Em seguida troca-se a
agua MilliQ e iniciamos agitacdo magnética por mais 45 minutos. As solucdes de
DNA foram concentradas utilizando polietilenoglicol (PEG 6000, Carbowax) por 1
hora, e mantidas em tampéao TE (10mM TrisClI, pH 8,5, 1uM EDTA) por 2 horas a
4°C sob agitacdo magnética. Em seguida troca-se o tampao repetindo-se o

procedimento. Por fim, troca-se novamente o tampdo e mantém-se a solucdo
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dialisando durante a noite. Finalizada a dialise, retira-se o material das “bags”

transferindo-o para tubos eppendorf® de 1,5 mL, e armazenando-os a—20°C.

3.9 Quantificacdo do DNA

As amostras de mt DNA foram quantificadas utilizando espectrofotometria no
ultravioleta (260 nm). Primeiramenre dilui-se as amostras 50x para realizar as
leituras. Cada cubeta utilizada para a leitura otica comporta 700 L, entdo prepara-
se em tubos eppendorfs as amostras contendo 686 L de agua MilliQ juntamente de
14 uL do DNA. Para zerar o espectofotbmetro, utiliza-se a diluicdo do produto da
didlise final 1: 50, onde |é-se nos comprimentos de onda 260 e 280 nm- a primeira
leitura indica a quantidade de DNA presente na solucéo, a segunda diz respeito a
contaminacdo com fenol ou proteinas. Multiplica-se entdo o valor da leitura obtido
pelo fator de diluicdo. Para obter a concentracao final aplica-se uma regra de trés,
onde uma DO é igual a 1,0, isso equivale a 50ug/mL. Para obter o indice de pureza
do DNA, divide-se o valor da leitura de 260 nm pelo de 280 nm, o qual geralmente
equivale a algum valor entre 1,7 e 1,9. Quando necessario, realiza-se a
concentragado das amostras precipitando novamente o DNA e ressuspendendo-o em
um volume menor de tampéo 10mM Tris pH7,5, 1ImM EDTA pH 7,5. Para verificar a
integridade do DNA purificado, realiza-se uma eletroforese em gel de agarose a 1%

a 100 V por 20 minutos.
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3.10 Amplificacdo de DNA por PCR (“polymerase chain reaction”)

Para a analisar eventuais diferencas existentes nos clones (foram
selecionados 2 clones microdissecados juntamente com o isolado do Pb18 original,
totalizando 3 amostras) que nao apresentaram as mesmas caracteristicas
micromorfoldgicas. Para a andlise molecular, escolhemos 2 regibes do DNA
mitocondrial e uma do DNA nuclear. A primeira corresponde ao gene COX2
(subunidade 2 da citocromo oxidase) pertencente ao complexo da cadeia
respiratoria contendo 698pb. A segunda, se trata de uma regido intergénica situada
entre o término da regido referente ao COX1 (subunidade 1 da citocromo oxidase) e
inicio do gene da subunidade 9 da ATP sintase, de 875 pb. A regido referente ao
DNA nuclear € a 0 gene PbGP43, responsavel pela codificacdo da glicoproteina
GP43, a qual consiste em uma regido polimérfica entre diversos isolados de P.
brasiliensis.

Para a reacédo de amplificacéo utilizou-se 50mM de KClI, 1,5 mM de MgCl, 10
mM de Tris-Cl pH 9,0, 10mM de dNTP’s, 1,6 pmoles de cada iniciador), 60 ng de
NUuDNA (para as reacfes envolvendo DNA nuclear) e 20 ng de mtDNA (para reacdes
envolvendo DNA mitocondrial), e 1U de Taq polimerase (Amersham Biosciences).
Os oligonucleotideos iniciadores utilizados encontram-se descritos na tabela abaixo,
os quais foram desenhados e gentilmente cedidos pela doutora Nami C. Takahashi.
O mapa fisico do genoma mitocondrial de P. brasiliensis encontra-se na figura 4.7

(Cardoso, M.A.G., 2004).
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Tabela 3.1- Oligonucleotideos iniciadores utilizados para as reacdes de amplificacdo (S) Senso,

(AS)- Anti-senso.

Regido Oligo Sequéncia
490 S 5 GTC AGA TCT ATC ATG AAT TTT AGT TCC TTAAC 3
GP43 5 ACG TCG ACT CAC CTG CAT CCACCATACTT 3

491 S

340 S 5AAT TTA GAT GCA CCAACAGC 3

COX2
341 AS 5 CGC AGA TTT CAG AGC ATT GT 3
456 S 5 AAC TCA CGC ATT TGT AAG T 3
Intergénica
457 AS 5'GCA CCAATT AAACCCATAG 3

Paracoccidioides
brasiliensis

miDNA

Figura 3.1 - Mapa fisico do genoma mitocondrial de P. brasiliensis. Os genes encontram-se
identificados pela abreviatura usual. As regides estudadas encontram-se indicadas pelas setas, na
regido superior da figura. (cortesia de Cardoso, M.A.G, Sequenciamento e andlise do genoma
mitocondrial de P. brasiliensis, Tese de Doutorado, S&o Paulo, 2004)
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As reacOes de amplificagdo foram realizadas em um termociclador PCR

System 2400, Perkin ElImer ou no PTC-100™ Progammable Thermal Controler, MJ

Research. Os ciclos foram otimizados e realizados de acordo com a Tabela 3.2

abaixo:

Tabela3.2- Condi¢8es otimizadas para as reagfes de amplificagdo das regifes escolhidas.

Regiéo

CondicOes da reacao de amplificagéo

GP43

COX 2

Intergénica

95°C por 3 minutos seguidos de 30 ciclos de 95°C por 1 minuto, 50°C por 1 minuto,
72°C por 2 minutos, ap6s o término dos ciclos, submete-se 0 material a 72°C por

10 minutos. Ao final da reacdo, as amostras sdo mantidas resfriadas a 4°C.

95°C por 5 minutos seguida por 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 55°C por 40
segundos, 72°C por 2 minutos. Ao finalizar os 35 ciclos, submete-se as amostras a

72°C por 7 minutos, posteriormente mantém-se as amostras resfriadas a 4°C.

95°C por 5 minutos seguida por 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 52°C por 30
segundos, 72°C por 2 minutos. Ao finalizar os 35 ciclos, submete-se as amostras a

72°C por 7 minutos, posteriormente mantém-se as amostras resfriadas a 4°C.

3.11 Purificagcdo do DNA

Apo6s a amplificacdo dos fragmentos é necessério realizar sua purificacao,

para tal transfere-se todo o material obtido para gel de agarose a 1%, realiza-se a

eletroforese e posteriormente retira-se os fragmentos do gel contendo as bandas,
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referentes as amostras de DNA desejadas. Estes fragmentos séo transferidos para
tubos eppendorf® onde realiza-se a extracdo do acido nucleico com o kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System, Promega, seguindo o protocolo sugerido pelo

fabricante.

3.12 Clonagem

O material purificado foi clonado utilizando o vetor pCR?* 4- TOPO de 3957pb

utilizando-se o kit TOPO® Cloning, seguindo as especificacdes do fabricante.

3.13 Preparo de células bacterianas competentes

Para o preparo de células competentes, utilizou-se a metodologia descrita por
Sambrook et al. 1989 com ligeiras modificacdes. Para tal, inocula-se células de E.
coli linhagem DH10B em 50 mL de meio LB, submetendo-as a incubacdo em
agitador automatico a 37°C a 220 rpm por 1 hora. Em seguida aconcentracao
bacteriana das culturas é quantificada utilizando o nefelomero Kleet até que a cultura
atinja o valor 100 da escala do aparelho (fase exponencial), rapidamente resfria-se o
frasco em uma mistura de gelo e agua e em seguida transfere-se o material para
tubos "Corning” de 50mL. As culturas sao centrifugadas na centrifuga Sorvall RC-
5B, rotor SA-600 por 10 minutos a 5000 rpm sob a temperatura de 4°C. O
sobrenadante é desprezado e o "pellet” € lavado com a adicdo de 20mL de CaCl,
(10mM), Tris (10mM) pH 8,0, durante a lavagem mantém-se as amostras em gelo.

Posteriormente, despreza-se o sobrenadante ressuspendendo as células em 20 mL
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de CaCl, (50mM), Tris (10mM) pH 8,0 mantendo no gelo por 30 minutos. Ao final,
centrifuga-se o material por 10 minutos sob as mesmas condicbes anteriores,
ressuspendendo as células em 3 mL de 20 mL de CaCl, (50mM), Tris (10mM) pH
8,0. As células podem ser utilizadas no momento do preparo ou armazenadas a —

80°C.

3.14 Transformacéo bacteriana

A insercdo de DNA exdégeno nas bactérias foi realizada também conforme
Sambrook et al. 1989. As células competentes sdo descongeladas em gelo,
adicionando-se em seguida 3nL da ligacdo contendo o inserto desejado para cada
100 nL de células. O material é deixado por 30 minutos em gelo e em seguida
realiza-se um choque térmico por 40 segundos em banho a 42°C. As células
retornam para o gelo por mais 2 minutos e posteriormente adiciona-se nas amostras
400 L. de meio LB, as quais sdo incubadas por 1 hora em agitador automatico sob a
temperatura de 37°C. Em seguida, as células sao plagueadas em meio LA contendo
165n. de Blue-Gal (20ng/mL) para depois realizar a selecdo de coldnias
transformantes (brancas) e nao transformantes (azuis). As placas sdo mantidas a
37°C por no minimo 16 horas, e posteriormente os clones brancos sao reisolados

em meio LA.
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3.15 Minipreparacao de DNA plasmidial

Apés a transformacdo, para cada regido, foram selecionados 2 clones
bacterianos (contendo o inserto), sendo os mesmos submetidos ao crescimento em
3mL de meio liquido LB durante 16 horas ("over night"). O material é centrifugado
por 3 minutos sob a temperatura de 20°C a 5000rpm e entdo drenado em papel
absorvente. Em seguida adiciona-se 200nL de solucdo GETRNAse (9g Glicose,
2,5mL de 1M Tris-Cl pH 8,0; 5mL de EDTA 0,2 M, 1,5mL de RNAse a 10mg/mL
para 100mL de 4gua MilliQ) e suspende-se as células com uma espatula plastica.
Adiciona-se depois a cada tubo 400ni de solucéo de lise (5mL de SDS 20%; 2mL de
NaOH 10N para 100mL de agua MilliQ), os tubos sdo suavemente rodados entre as
maos na vertical. Ap6és 5 minutos adiciona-se 400 L de solu¢do de neutralizacéo
(13g de acetato de potassio dissolvidos em 50mL de agua MilliQ, pH 4,8) misturando
por inversdo (8 vezes). Mantém-se o material no gelo por 30 minutos e em seguida
este é centrifugado por 15 minutos. Apés a centrifugacédo, coleta-se L com cuidado o
sobrenadante (800 nl) transferindo-o para outros tubos compativeis contendo 600
de isopropanol. Mistura-se por inversdo 4 vezes e centrifuga-se por 10 minutos,
drenando-se em seguida em papel absorvente. Posteriormente adiciona-se 400nL
de etanol 70% a cada amostra misturando-se por inversdo 2 vezes, centrifuga-se por
5 minutos, descartando o sobrenadante em seguida e depois drenando sobre papel
absorvente até que os tubos fiqguem secos. Estes sdo entdo transferidos para Speed
Vac e mantidos nesta por 5 a 10 minutos. Ao final, dissolve-se o DNA em &gua ou
em 25nL de Tris-Cl 10mM pH8,0, e realiza-se a quantificacdo de DNA, por fim

mantém-se 0 mesmo armazenado a—20 ou —80°C.
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3.16 Sequenciamento do DNA

As reacbes de sequenciamento automatico foram realizadas utilizando o
DYEnamic ET terminator cycle sequencing kit (Amersham Pharmacia Biotech Inc.).
Para cada 10nL de reacdo, adiciona-se 2nL do DNA obtido anteriormente
(130hg/nL), 2 do iniciador M13 (1,6 pmoles) Senso (5'- GTA AAA CGA CGG CCA
G-3') ou do iniciador M13 anti-senso (5'- CAG GAA ACA GCT ATG AC-3) e 5 niL de
agua estéril. As reacdes de sequenciamento sdo realizadas em um termociclador
PCR System 2400 Perkin Elmer onde as condi¢cbes para a reacdo iniciam-se na 1°
etapa com a temperatura de 95°C por 20 segundos, seguindo de outra etapa por 15
segundos a 50°C e finalmente por 2 minutos a 60 °C, séo realizados 40 ciclos. Ap6s
a reacao se faz necessaria a precipitacdo do DNA, a qual é realizada adicionando
1luL de acetato de sodio 3M e 40uL de etanol 95%. O material € incubado por 20
minutos em temperatura ambiente e centrifugado por 45 minutos a 4000 rpm e 22°C,
desprezando-se 0 sobrenadante em seguida. Para a lavagem do precipitado
adiciona-se 200uL de etanol 80%, realizando outra centrifugacdo, este processo
deve ser realizado duas vezes. Por fim, seca-se 0 precipitado a vacuo em uma
"Speed Vac", redissolvendo-o em 10uL de formamida para o posterior
sequenciamento. As amostras foram submetidas ao sequenciador automatico ABI
3100 (Applied Biosystems).

As sequéncias foram analisadas, utilizando pacotes dos programas
Phred/Crossmatch. As sequéncias com indice de qualidade Phred maior ou igual a
25 pontos, foram selecionadas para os alinhamentos mudltiplos, para os quais,

utilizamos os programas DNAStar/Seq Man/Edit Seq.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdao do crescimento e desenvolvimento da fase leveduriforme de

P. brasiliensis em meios de cultura liquidos a 36°C.

O crescimento de P. brasiliensis nos diversos meios de cultivo liquidos
apresentouse bastante diversificado, onde fatores como morfologia, crescimento,
grau de floculacdo da cultura, forma e consisténcia dos agregados e facilidade em
sua manipulacdo foram observados. A floculacdo foi avaliada de acordo com a
propor¢cdo de agregados sedimentados apOs aproximadamente 5 minutos frente a
guantidade de material em suspensédo. A consisténcia dos agregados foi analisada
de acordo com a facilidade de dispersdo dos mesmos no momento da montagem da
lamina. Os resultados apresentados na Tabela 4.1 referem-se a culturas com até 15
dias de incubacdo (Figura 4.1). Este tempo corresponde certamente a fase

estacionaria de crescimento.

Tabela 4.1- Caracteristicas de P. brasiliensis (PB18) cultivado nos meios de liquidos

indicados, a 36°C.

Meio de Crescimento e Floculacéao Morfologia Consisténcia  Turbidez do
Cultivo Desenvolvimento dos dos meio (*)
agregados agregados
Sabouraud o+ o+ Pequenos Cremosa com ++
agregados disperséo
arredondados razoavel.




Tabela 4.1 (cont.) Caracteristicas de P.

de liquidos indicados, a 36°C.

brasiliensis (PB18) cultivado nos meios

Meio de Crescimento e Floculacéao Morfologia Consisténcia Turbidez
cultivo desenvolvimento dos dos agregados do meio
agregados
YPE + + + + Grandes Levemente
agregados firme com
arredondado. dispersao -
razoavel.
YPG + + + + Agregados Levemente -
grandes firme com
arredondados dispersao
ou delgados razoavel.
YPD 0,5%D + + +++ Parcialmente ++
Pequenos cremosa, com
agregados obtencao de
arredondados  dispersdo média
, formando
aglomerados
maiores.
YPD 10%D
++ Pequenos e Medianamente + +
++ + + grandes cremosa, com
agregados, dispersédo ruim.
aumentando
com o tempo
de cultivo.
Pequenos e Medianamente
YPD 2% G ++++ ++ + grandes cremosa, com ++++
agregados dispersao
arredondados razoéavel.
YPD + 4+ + + + Pequenos Medianamentec
agregados remosa, com
arredondados média dispersao ++ +
SC + + Agregados Bastante +
pequenos e cremosa com
ovoides. total dispersao.
Medianamente
Agregados
WO + + pequenos e cremosa com
» dispersao -
ovoides.

razoavel.
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Tabela 4.1 (cont.)- Caracteristicas de P. brasiliensis (PB18) cultivado nos meios de

liquidos indicados, a 36°C.

Meio de Crescimento e Floculacéo Morfologia Consisténcia Turbidez
cultivo desenvolvimento dos dos agregados do meio
agregados
+ + Agregados Cremosa com +
delgados dispersao
Kac e razoavel.
parcialmente
planos.
Agregados Cremosa com
EG + + ++ + arredondados dispersao ++ +
grandes e razoavel.
pequenos.
Pequenos e Bastante
Batata +++ + + grandes cremosa com + +
agregados facil disperséao.
arredondados

(*) +: baixo/ruim; + +: médio/ razoavel; + + +: bom/ consideravel; + + + +: muito bom/ intenso.

Fig. 4.1- Aparéncia de P.brasiliensis nos 12 meios de cultura apés cultivo por 15 dias a
36°C): A) Sabouraud; B) YPE; C) YPG; D)YPD 10%D; E) YPD 0,5%D; F) YPD2%G; G)
YPD; H) Sc ; 1) WO; J) KAc.; L) EG; M) Batata.
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Culturas de P. brasiliensis em meios liquidos séo Uteis para o estudo de
concentracdes inibitérias minimas de drogas antifungicas (LACAZ, 1982) assim
como efeito de inUmeras outras drogas e para obtencdo de masa celular para
estudos quimicos, bioguimicos e de biologia celular. O sobrenadante do cultivo
liquido com mais de 7 dias é o meio condicionado (‘spent”), o qual promove o
crescimento e desenvolvimento desse organismo (SAN - BLAS, 1990).

Como apresentado na Tabela 4.1, a morfologia das colénias obtidas nos
diversos meios de cultivo liquidos mostra-se basicamente floculiforme- as células
formam agregados caracteristicos de aparéncia variada: esféricos, ovoides,
pequenos, grandes ou planos.

Como sera visto, os meios onde observou-se floculagcdo de menor intensidade
com maior turvacdo fina do meio, foram os mais propicios para a obtencédo de
células isoladas ou pouco aglomeradas - o que facilita 0 exame microscopico e
manipulacdes importantes como o isolamento de colbnias isoladas (clones)
geneticamente puros antes ou depois de procedimentos voltados para a modificagao
genética deste fungo.

Nossos estudos mostraram que P. brasiliensis atinge geralmente a fase
estacionaria no maximo até a primeira quinzena de cultivo, resultado que pode ser
variavel, dependendo do meio utilizado. No entanto, para as culturas realizadas no
meio YPD 10% D, o crescimento continua sendo observado até aproximadamente o
25° dia, onde entdo parece cessar. O crescimento em YPD 10% D parece ser inibido
inicialmente pela alta concentracdo de acucar (dextrose) presente no inicio do
cultivo, porém acredita-se que a medida em que este carboidrato € metabolizado, o

crescimento do fungo se intensifica.
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4.2 Avaliacao do crescimento de P. brasiliensis em fase miceliana

As coldnias na fase filamentosa de P. brasiliensis obtidas no cultivo em meio

sélido a temperatura ambiente (18-20°C) apresentaram grande plasticidade

fenotipica no que se diz respeito ao crescimento, consisténcia do micélio, diametro,

coloragédo, textura da superficie e agregamento das hifas (Figura 4.2).

A Tabela 4.2 apresenta em resumo a caracterizacdo macromorfologica das

diversas col6nias cultivadas durante 4 meses, tempo suficiente para a obtencéao de

coldnias maduras bem desenvolvidas.

Tabela 4.2- Principais caracteristicas macromorfolégicas de P. brasiliensis

em sua fase filamentosa, em diferentes meios de cultura soélidos.

Meio de Crescimento e Coloracéo Aspecto da Agregamento
cultivo desenvolvimento coldnia das hifas (*)
++ + + Inicial t
Diamero b niciaimente Aspecto
Sabouraud aproximado: ranca, aNpocsj a topografico + 4+
3 5cm. maturagao da quebradico e
’ colonia creme. umbilicado.
+ + +
YPE Diametro : Levemente N
Branca. verrucosa
3,5cm.
4+ 4 Cotono§§1 com
Diametro Branca. aneis T
YPG aproximado: czncentrlcos
3.5¢cm. iscretos.
+++++ Acobreada, Cerebriforme,
YPD 10% D Diametro posteriormente semelhante ao +++
aproximado: regides cobertas cultivo
4,5cm. por hifas aéreas. leveduriforme a
36°C.




Tabela 4.2-(cont.) Principais caracteristicas macromorfolégicas de

brasiliensis em sua fase filamentosa, em diferentes meios de cultura sélidos.
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P.

Meio de Crescimento e Coloracéo Aspecto da Agregamento
cultivo desenvolvimento colbnia das hifas (*)
Cotonosa e
++ 4+ +
YPD Branca. altamente ++ 4+ +
rugosa.
+ + + Cot
YPE Diametro Branca I:vgrrjrﬁesnat: ++++ +
aproximado: 3,5cm
verrucosa
++++ +
. Cotonosa com
YPG .A
Diametro Branca presen,ga de
- anéis
aproximado: 3,5cm s
concéntricos
+ + + +
SC Diametro entre 2 e Branca Cotonosa e
2,5cm. ) verrucosa.
+ + +
U Cotonosa e
wWo Diametro Branca levemente
aproximado: 2cm. '
verrucosa.
44 Cotonosa e +++ +
EG Diametro rugosa,
aproximado: 4cm. Branca. Ieve_mente
umbilicada.
+ + + As_p;ectot T
Batata Diametro Branca e pirgg;g(ienoe
aproximado creme. ((]:olénia ng'ao,
de 3 cm.
densa.
++ +
0,
YPD 0,5% D Diametro Cotonosa,
aproximado: 3 a Branca. minimamente ++++
3,5cm verrucosa.
YPD 2% G 4,5 a 5¢m. Cotonosa com
Branca. aneis 4+ 4+

concéntricos e

falhas

(*)  +: baixo/ruim; + +: médio/ razoavel; + + +: bom; + + + +: muito bom/ intenso
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Fig. 4.2-Morfologia das colbnias em fase miceliana de P. brasiliensis, cultivadas em diferentes
meios.apoés cerca 4 semanas. A) Sabouraud; B) YPE; C) YPG; D) YPD 10%D; E) YPD 0,5% D; F)
YPD 2%G; G) YPD; H) EG; I) Batata; J) Kac; L) Sc; M) Wo

Sabe-se que para muitos fungos, a aparéncia das colénias varia com a
composicao do meio de cultura, sendo também a temperatura agente influente nesta

diversificagdo. Moore (1935; 1938), no inicio dos estudos de P. brasiliensis criou as
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espécies P. cerebriformis e P. tenuis, sendo logo invalidadas devido ao fato de
serem variantes morfologicas de uma Unica espécie (LACAZ, 1991).

O cultivo de P. brasiliensis a temperatura ambiente € o mais empregado em
sua preservacao in vitro, pois nestas condi¢cdes, principalmente em meios ricos as
células podem ser armazenadas com repiques trimestrais, ou protegidas por 0Oleo
mineral por cerca de um ano (LACAZ, 1982).

A morfologia diferenciada desenvolvida pelas culturas nos diversos meios é
aparente a partir do primeiro més de cultivo. As modificacbes se acentuam
gradativamente, sendo as colénias maduras em meio YPD 10% Dextrose,
Sabouraud, YPD 2% Glicerol, YPD, EG e Batata as que exibem morfologias
marcantemente distintas.

A adaptacdo metabdlica exigida pelo cultivo em meio YPD 10% Dextrose,
como observado em meio liquido, leva a um crescimento inicialmente lento, seguido
de um desenvolvimento acentuado tardio. Apds aproximadamente 6 semanas de
incubacao a temperatura ambiente, periodo em que os demais cultivos ja atingiram a
fase madura, percebe-se que a cultura em YPD 10% Dextrose intensifica seu
crescimento, transformando-se em uma colbnia creme-acobreada de aspecto
cerebriforme, muito semelhante a fase leveduriforme encontrada no cultivo do
mesmo a 36°C. O exame microscopico da colénia desenvolvida em YPD 10%
Dextrose revela desde o inicio de seu desenvolvimento hifas comuns, sem a
presenca de estruturas leveduriformes, apesar da aparéncia macroscopica sugerir
este estado. Cano e Aguiar, (1991), realizaram um interessante estudo sobre a
influéncia de aminoacidos no crescimento de varios isolados de P. brasiliensis, onde

observou-se que dois dos isolados estudados, Bt2 e 728, quando cultivados em
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MMS (meio minimo suplementado) apresentaram o aspecto cerebriforme e
membranoso, semelhante aquele observado em nossos resultados com relacéo ao
meio YPD 10% Dextrose. Ainda neste trabalho, foi constatado que alteracbes na
presenca de determinados aminoéacidos e bases nitrogenadas provocam alteracdes
na coloracao, textura, e ritmo de crescimento de determinados isolados, constatando
qgue P. brasiliensis manifesta sensibilidade a modificagdes no contetdo nutricional
dos meios, com alteracdes também morfoldgicas.

Quando o crescimento da fase filamentosa em outros meios se torna estavel,
0 que se constata em 3 meses de cultura aproximadamente, o fungo cultivado em
YPD10% Dextrose intensifica seu crescimento tanto em diametro como em altura,

sendo gradativamente coberto por hifas aéreas (Figura 4.3).

Fig. 4.3- Colonias micelianas de P. brasiliensis em meio YPD10% Dextrose. A esquerda,
cultivada por 2 meses, a direita por 6 meses. Notar a bobertura discreta por hifas aéreas na segunda

coldnia.

O cultivo e a manutencdo de colénias de P. brasiliensis é realizado
freqlentemente em agar-Sabouraud, agar- extrato de levedura e agar — YPD. Neste
trabalho, procuramos examinar o desenvolvimento e aparéncia comparativa de um
isolado de P. brasiliensis em um amplo leque de meios de cultivo, algo que até o

momento ndo havia sido realizado. P. brasiliensis revelou-se um fungo com alta
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capacidade biossintética, por apresentar crescimento em meios pobres como WO e
KAc, e de metabolismo associado a sua morfologia, quando compara-se a aparéncia
distinta obtida nos diversos meios de cultivo avaliados. No entanto, apos repiques
sucessivos nos mesmos meios, as células parecem ndo se desenvolver bem,
apresentando uma tendéncia a transformarem-se em hifas. Ao serem transferidas
para meios ricos como YPD, retornam ao seu metabolismo comum.

De acordo com Lacaz, (1982), o crescimento de P. brasiliensis em agar-
Sabouraud se d4 em aproximadamente 20 a 30 dias, sob a forma de coldnias
brancas aderentes ao meio. Os resultados obtidos em nosso trabalho com relacéo a
este meio diferem daqueles descritos anteriormente por Lacaz. Como demonstrado
na Tabela e Figura 4.2, as caracteristicas apresentadas por P. brasiliensis em agar —
Sabouraud sdo de micélio com aspecto quebradico de coloracdo creme. Tal fato
deve-se provavelmente a utilizacdo no presente estudo do isolado Pb 18, que talvez

seja morfologicamente distinto de outros isolados.

4.3 Anélise Comparativa da Fase Leveduriforme de P. brasiliensis Obtida nos
12 Diferentes Meios de Cultura Liquidos a 36°C.

A tabela 4.3 apresenta as principais caracteristicas morfologicas observadas
a partir das amostras obtidas de cada um dos meios de cultura liquidos, as analises

foram realizadas aos 3, 7 e 15 dias de cultivo.



Tabela 4.3- Principais caracteristicas micromorfolégicas da fase leveduriforme de

P. brasiliensis cultivada a 36°C .

Cultura

Principais caracteristicas observadas

YPG

YPE

YPD 10% D

YPD 2% G

YPD 0,5% D

YPD

SC

woO

KAc

EG

Sabouraud

Em todo o periodo observa-se cadeias de pseudo hifas catenuladas com poucas células
dispersas ou em exoesporulacao mdltipla.

Inicialmente apresenta células em exoesporulagdo mudltipla, células esféricas isoladas,
pseudo hifas catenuladas e delgadas. Posteriormente, predomina-se pseudo hifas
catenuladas de grandes cadeias de elementos intensamente agregados.

Inicialmente observa-se muitas células esféricas plasmolisadas, algumas células em
exoesporulagdo mdultipla e muitas pseudo hifas aglomeradas- também observa-se
algumas hifas delgadas (caracteristica filamentosa). Logo em seguida as hifas
desaparecem havendo a predominancia de pseudo hifas catenuladas.

Desde o inicio apresenta pseudo hifas catenuladas com cadeias de vario elementos,
poucas células esféricas e em exoesporulagdo multipla.

No inicio apresenta células em exoesporulagdo mdltipla, células esféricas agrupadas e
algumas células dispersas. Posteriormente observa-se grandes aglomerados de células
esféricas e também de pseudo hifas catenuladas.

Inicialmente observa-se pseudo hifas catenuladas em pequenas cadeias isoladas ou
agrupadas, algumas hifas delgadas também sdo vistas. Posteriormente as hifas
desaparecem dando lugar a células esféricas agrupadas ou isoladas, células em
exoesporulacao multipla e pseudo hifas catenuladas.

No inicio do cultivo observa-se inUmeras hifas delgadas caracteristicas da fase
filamentosa, posteriormente observa-se muitas células mortas, plasmolisadas e muitas
células em exoesporulagado multipla. Este ndo € um meio adequado para o cultivo de P.
brasiliensis.

No 3° dia de cultivo observa-se muitas hifas e pseudo hifas, poucas células esféricas.
Depois desenvolvem-se pequenas células em forma de elipse, alongadas e esféricas,
também séo encontradas muitas células mortas.

Desde o inicio do cultivo sdo encontradas inameras células em exoesporulagao multipla,
eventuais pseudo hifas catenuladas sédo observadas. As modificagcbes morfoldgicas
observadas durante o cultivo se referem apenas ao nimero de células plasmolisadas
gue se intensifica com o passar dos dias.

Inicialmente células em exoesporulagdo mdltipla, células esféricas isoladas e egrupadas
juntamente de pseudo hifas catenuladas e delgadas sdo observadas.Posteriormente ha
a predominancia de pseudo hifas catenuladas que se aglomeram intensamente.

No inicio do cultivo observa-se células em exoesporulagdo mdultipla (roda- de- leme),
células esféricas isoladas e pseudo hifas catenuladas agrupadas. Posteriormente
observa-se o predominio de pseudo hifas catenuladas, geralmente em cadeias de 3
elementos.




53

Abaixo se encontram relacionadas imagens obtidas ao microscopio referentes

ao cultivo de P. brasiliensis em meios liquidos a 36°C.

Fig. 4.4- Aspecto microscépico da fase leveduriforme de P. brasiliensis em diversos meios de
cultivo. A- Batata, 3 dias 100X- DIC; B- Batata, 15 dias 400X; C- EG, 3 dias 400X; D- EG, 15 dias

400X; E- KAc, 3 dias 200X; F- KAc, 15 dias 400X.



Fig. 4.4 (cont.) - G- WO-3dias- DIC; H- WO, 7 dias 400X; I- WO, 15 dias 400X; J- YPD, 3
dias 200X; L- YPD,15 dias 200X; M- YPD 0,5%D, 3 dias 400X.
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Fig. 4.4 (cont.)- N- YPD 0,5%D 15 dias, 400X- DIC; O- YPD 10%D 3 dias, 200X, DIC; P- YPD
10%D 7 dias, 400X; Q- YPD 10%D 15 dias, DIC;R- YPE 3 dias, 400X, DIC;  S- YPE,15 dias

200X, DIC
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Fig.4.4 (cont.)- T- YPG 3 dias, 400X- DIC; U- YPG 15 dias, 400X, DIC; V- YPD 2%G 3 dias,

200X; X- YPD 2%G 15 dias 400X, DIC; Z- SC 3 dias, 400X, DIC;  Z;- SC,15 dias 200X
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Fig. 4.4 (cont)- Z,- Sabouraud, 3 dias 400X- DIC; Zs- Sabouraud 15 dias, 400X, DIC;

4.4 Analise Comparativa da Fase Leveduriforme de P. brasiliensis Obtida nos
Diferentes Meios de Cultivo Solidos a 36°C.

O cultivo da fase leveduriforme do isolado Pb 18 revelou em meios sélidos
diversidade morfolégica, a qual encontra-se resumida na Tabela 4.4.

Tabela 4.4- Caracteristicas morfologicas observadas nos diversos meios de cultivo
sélidos.

Meio de Principais Caracteristicas Micromorfol6gicas Observadas
Cultivo

Presenca de vérias células pequenas e esféricas dispersas, pseudo hifas
Sabouraud catenuladas com cadeias de poucos blastoconidios ( em geral até 5 ), células em
exoesporulacao multipla ndo intensa.

Inicialmente observa-se pseudo hifas catenuladas pouco desenvolvidas (em sua
maioria cadeias de 3 blastoconidios), também algumas células esféricas
agrupadas e/ou isoladas. Posteriormente as pseudo hifas desenvolvem-se em
grandes cadeias de elementos catenulados intensamente agrupadas.

YPE

Morfogénse semelhante ao cultivo em YPE: pseudo hifas catenuladas e néo
YPG catenuladas predominantes. Poucas células apresentam exoesporulacao
multipla.
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Tabela 4.4 (cont.)- Caracteristicas morfolégicas observadas nos diversos meios de
cultivo solidos.

Meio de Principais Caracteristicas Micromorfolégicas Observadas
Cultivo

No inicio do cultivo observa-se células esféricas e ovoides em geral agrupadas,
pseudo hifas catenuladas e nao catenuladas- muitas células mortas.
YPD 10% D Posteriormente pseudo hifas predominam no cultivo, células ndo apresentam-
se adaptadas ao meio.

Inicialmente células em exoesporulagdo miltipla contendo pseudo hifas, muitas
células esféricas agrupadas e também dispersas. Com o avanco do

0,
YPD 0,5% D crescimento, as células tendem a formar grandes cadeias de pseudo hifas e se
agruparem intensamente.
No inicio do cultivo (3 dias) observa-se muitas pseudo hifas delgadas, muito
YPD 2% G semelhantes a hifas da fase miceliana, posteriormente as células perdem esta

caracteristica dando lugar principalmente a pseudo hifas catenuladas de varios
elementos.

Células visivelmente ndo sobrevivem neste meio. Caracterizado por grande
SC guantidade de células mortas. Sdo observadas muitas células em
exoesporulacdo multipla, pseudo hifas sdo encontradas em menor quantidade.

Inicialmente observa-se elementos esféricos grandes e pequenos dispersos ou
aglomerados, pseudo hifas catenuladas e ndo catenuladas pouco
WO desenvolvidas, eventuais células em exoesporulacao multipla. Em geral, a partir
no 7° dia de cultivo inicia o processo de transicdo de levedura para micélio a
36°C.

Muitas células isoladas, dispersas e em discretos agrupamentos, pseudo hifas
KAc catenuladas em menor quantidade, varias células em exoesporulagdo mdltipla-
neste meio as células possuem uma baixa viabilidade.

Observa-se praticamente durante todo o cultivo pseudo hifas catenuladas e
EG ndo catenuladas pouco desenvolvidas, algumas células esféricas dispersas e
agrupadas. Eventuais células em exoesporulacdo mdultipla.

Exibe alta celularidade com muitas células em exoesporulacdo mdultipla. Em
Batata geral a partir do 7° de cultivo dia de cultivo exibe o dimorfismo incomum-
iniciando gradualmente o processo dimérfico a 36°C.

Pseudo hifas catenuladas e ndo catenuladas usualmente agrupadas; elementos

YPD . . ] o
esféricos e ovoéides aglomerados, algumas células em exoesporulagéo.

As principais caracteristicas micromorfologicas de P.brasiliensis observadas

nos meios soélidos a 36°C encontram-se documentadas na Figura 4.4.



59

Fig 4.4- Principais caracteristicas micromorfolégicas de P.brasiliensis observadas nos meios
s6lidos a 36°C A- Batata 3 dias, 200X, DIC; B eC- Batata (7 dias sem dimorfismo)- 400X, DIC;
D- YPD 0,5%D 3 dias, 400X, DIC; E- YPD 0,5%D 7 dias, 400X, DIC; F- YPD 0,5%D 15 dias,
200X DIC.



Fig. 4.4 (cont.)- G- EG 3 dias, 400X, DIC; H- EG 15 dias, 400X, DIC; I- KAc 1000X , 3 dias,
DIC; J- KAc 15 dias, 200X, DIC; L- YPG 3 dias, 200X , DIC; M- YPG 15 dias, DIC.
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Fig. 4.4 (cont.)- N- YPE 3 dias, 400X, DIC; O- YPE 15 dias, 400X, DIC; P- YPD 10% D 3 dias,
400X, DIC; Q- YPD 10%D 15 dias, DIC; R- WO 3 dias, 200X , DIC; S- WO 15 dias, DIC.
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Fig.4.4 (cont.)- T- YPD 3 dias, 400X, DIC; U- YPD 15 dias, 400X, DIC; V- YPD 2% G 3 dias, 200X,
DIC; X- YPD 2%G 15 dias, 400X, DIC; Z- YPD 2% G, 200X , DIC;
Z;.- SC 15 dias, 400X, DIC.
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7, Z €

Zy

Fig. 4.4 (cont.- Z,- SC 15 dias, 400X, DIC; A;- Sabouraud , 3 dias 400X, DIC; A,-
Sabouraud 15 dias 400X, DIC.

Borba et al, (1999), cultivaram células do isolado Pb 3698R em meio YPD
sblido e liquido, e observaram apdés 72h que as células em meio sélido
apresentaram-se mais saudaveis que aquelas cultivadas em meio liquido- nestes foi
observada uma grande propor¢cdo de células com com baixa viabilidade e
caracteristicas de apoptose. Em meio liquido muitas células sdo encontradas com o
citoplasma plasmolisado e parede celular aparentemente intacta, porém as células
sem danos apresentam-se semelhantes aquelas cultivadas em meios solidos.

De acordo com Lilly e Barnett, (1951), o agar introduz elementos importantes

no meio, possivelmente contendo significativas quantidades de Zinco e outros
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elementos traco. Esses autores também enfatizam que muitos fungos podem
crescer em agar agua, indicando que o agar contém substancias que podem ser
utilizadas pelos fungos. Day, (1942), descreve que o0 agar contém fatores de
crescimento como tiamina. Também seria possivel que o crescimento sobre uma
superficie influencie a viabilidade para este fungo e talvez ndo dilua tanto
substancias que promovem o crescimento e a viabilidade e que seriam produzidas
plas préprias células presentes.

Sabe-se que P. brasiliensis se desenvolve e produz diversos tipos de conidios
em agar agua (TELLES, 1994), ja Restrepo et al (1986), descrevem uma técnica
para coletar conidios através do cultivo de P. brasiliensis em agar agua.

Em nossos resultados também foi observado um melhor desenvolvimento das
células leveduriformes em meios sélidos, onde estas aparentam um melhor
desenvolvimento quando comparadas com o cultivo em meios liquidos, os quais por
sua vez apresentam um grande numero de células mortas. Quandos submetidas a
coloracdo com o corante para viabilidade célula Trypan blue (DIFCO), as células
cultivadas em meios sélidos apresentam-se mais viaveis que as cultivadas em meio
liquido.

Quanto a morfologia leveduriforme observada nos meios liquidos e sélidos

nao se encontram diferencas significativas.

4.5 Avaliacdo da micromorfologia de P. brasiliensis em sua fase filamentosa
cultivada em diferentes meios soélidos a temperatura ambiente.
Sabe-se que o fungo Paracoccidioides brasiliensis, na fase miceliana,

apresenta hifas hialinas septadas e ramificadas, podendo conter ou nao
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conidios(estruturas ligada a reprodugcdo assexuada), em condicbes adversas
produzem clamiddsporos, que ndo sao conidios, mas sim estruturas de resisténcia
(LACAZ, 1991).

Em nossos resultados observamos principalmente a producdo de
clamidosporos, intercalares e terminais.

A Tabela 4.5 apresenta em resumo as principais caracteristicas
micromorfologicas da fase filamentosa observadas nos diferentes meios de cultivo,
as microfotografias foram registradas quando as culturas atingiram 1 més, sendo

repetido aos 2 meses de cultivo.

Tabela 4.5- Principais caracteristicas micromorfolégicas observadas na fase

filamentosa de P. brasiliensis.

Meio de Caracteristicas Comumente Observadas
Cultura
Hifas longas, médias e delgadas apresentando nitidamente muitos
YPD 10% D . . L ., .
clamidosporos intercalares e terminais, também encontra-se pequenas hifas.
Hifas longas, ndo muito delgadas, contendo clamidosporos em sua maioria
YPD 0,5% D intercalares; micélio altamente denso.

Hifas longas, ndo muito delgadas; poucos clamidosporos; micélio altamente
YPD 2% G denso.

Hifas longas, ndo muito delgadas; auséncia de clamidosporos; micélio
YPD altamente denso e hialino.
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Tabela 4.5 (cont.)- Principais caracteristicas micromorfolégicas observadas na fase

filamentosa de P. brasiliensis.

Meio de Caracteristicas Comumente Observadas
Cultura

Hifas curtas, ndo muito delgadas, com presenca consideravel de
WO clamidocoinidios intercalares e terminais, abundancia em células esféricas em
processo dimérfico.

Hifas pouco longas e delgadas; presenca abundante de clamidosporos
SC intercalares, terminais, piriformes.

Hifas longas e delgadas, demasiadamente hialinas, com auséncia de
conidios no primeiro més de cultivo. A partir do segundo més de cultivo

YPE : : )
observa-se eventuais clamidosporos intercalares
YPG Hifas longas e delgadas contendo eventuais clamidosporos intercalares.
Hifas longas e desenvolvidas, contendo alguns clamidosporos intercalares e
EG terminais.
Micélio extremamente denso e hialino, dificultando a visualizacdo. Apresenta
KAc hifas altamente entrelagadas. Poucos clamidosporos foram observados.
Hifas longas, delgadas, repletas de clamidosporos intercalares e terminais.
Batata Micélio ndao muito denso, possibilitando 6tima visualizacdo das estruturas
micelianas. Neste meio foi observada a maior producéo de clamidosporos.
Presenca de hifas delgadas ndo muito longas, contendo vérios clamidosporos
Sabouraud intercalares e terminais.

As caracteristicas morfologicas da fase filamentosa obtida a partir de cada
uma das culturas de P. brasiliensis nos meios solidos descritas na Tabela 4.5 estdo

documentadas na Figura a seguir.
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Fig. 4.5- Morfologia apresentada por P. brasiliensis em sua fase filamentosa em diferentes meios
de cultivo. A- Batata 1000X- DIC; B-Batata 1000X- DIC; C- YPD 05%D 400X- DIC; D- EG 400X-
DIC; E- Kac 400X- DIC; F- Kac 400X, DIC; (setas indicando clamidosporo).



Fig. 4.5 (cont.)- G- YPG 400X- DIC; H-YPE 400X- DIC; |- YPE 1000X- DIC (2 meses de cultivo) ;
J- YPD 10% D 1000X- campo claro; L-YPD 10%D 1000X- campo claro; M- WO 400X- DIC;
(setas indicando clamidosporo).
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Fig. 4.5 (cont.)- N- Sabouraud 400X- DIC; O-YPD 2%G 1000X- DIC; P-SC 400X- DIC; Q- SC
400X- DIC (seta indicando clamidosporo terminal piriforme); R- YPD 400X- contraste de fase
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Todos os fungos conhecidos, com poucas excecgdes, originam-se de esporos,
estruturas reprodutivas assexuadas formadas em conidios. O resultado da germinacéo € a
saida de um ou mais filamentos delgados, conhecidos como tubos germinativos do
esporo. A partir do desenvolvimento destes tubos germinativos, origina-se o micélio. Os
conidios possuem em seu interior substancias de reserva como glicogénio, e ao encontrar
as condicoes apropriadas como umidade, nutrientes e calor, germinam (SILVEIRA, 1995).

As hifas encontradas em P. brasiliensis sdo septadas, caracteristica dos fungos
mitospadricos, o cultivo de P. brasiliensis em agar - agua apresenta diversos tipos de
esporos exdgenos, sendo eles artroconidios ou aleurioconidios, 0s quais Sao esporos que
se formam pela fragmentacdo do micélio (extrusdo em hifas esporégenas); aleuriosporos
ou aleurioconidios, que sdo as estruturas em P. brasiliensis mais semelhantes a um
verdadeiro conidio, diferenciando-se destes pelo fato de néo se soltar da hifa pelos meios
comuns de deiscéncia, e também denominado macroconidio ou simplesmente conidio.
Esporos piriformes terminais também séao encontrados (SAN- BLAS, 1986; TELLES, 1994,
SILVEIRA, 1995). Artroconidios e aleurioconidios também sao frequentemente
encontrados em col6nias velhas (RESTREPO, 1970), jA clamidosporos sao observados
mais frequentemente em coldnias jovens (SAN- BLAS, 1986).

San- Blas,(1986), estudou a ultraestrutura da formacgéo de conidios do isolado IVIC
Pb73 cultivado em meio liquido extrato de levedura, a 23°C. O processo de formacdo dos
conidios foi dividido em dois estagios: formacédo e desenvolvimento de corpos esféricos
associados a producdo de clamidosporos, e posteriormente pela formacdo da hifa

esporégena, que ira originar os artroconidios. A producdo de clamidosporos comeca a

ocorrer apds duas semanas de cultivo, quando sdo observados dilatagbes em algumas
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hifas na regido interseptal. O autor também observou que o processo de formacdo dos
propagulos é assincronico..

Na esporogénese de muitos fungos filamentosos, clamidosporos séo produzidos
sob condicdes de estresse por insuficiéncia de nutrientes ou por acdo de outros
elementos estressantes. Porém em P. brasiliensis os clamidosporos também ocorrem
cultivos frescos e com abundancia de nutrientes, o crescimento ativo das hifas sugere que
0 micélio ndo necessita da exposicdo a condicbes adversas estressantes para que haja
conidiogénese.

Em nossos estudos, P. brasiliensis produziu clamidosporos tanto em meios ricos
como em meios deficientes em nutrientes, ndo havendo uma correspondéncia direta
aparente com fatores nutricionais. Como observado na Tabela 4.5, os meios onde a
producdo de clamidosporos foi observada foram em ordem crescente de producéao:
Batata, Sabouraud, YPD 0,5% D, YPD 10% D, SC, WO, EG, YPE e KAc. Nos demais
meios nao foi observada a producdo de conidios. No meio YPE ndo foram observados
conidios no primeiro més de cultivo, porém no segundo, eventuais clamidosporos
intercalares foram encontrados.

Segundo Restrepo, (1970), a diversidade de esporos produzida por este
microorganismo depende da composi¢ao do meio de cultivo, sendo 0s meios mais pobres
em nutrientes mais comumente os produtores mais eficientes dos diversos tipos de
conidios. Em P. brasiliensis os conidios sdo uma forma infecciosa de seu estagio
saprofitico, sdo também considerados uma forma de resisténcia (clamidosporo), formada
em resposta a condi¢cOes de estresse (BUSTAMANTE et al., 1985).

No cultivo de P. brasiliensis em agar Sabouraud sem extrato de levedura observa-

se clamidosporos intercalares (LACAZ, 1982). Experimentos realizados por Franco et al,
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(1989) com o isolado Pb 18 demonstraram que em meios solidos pobres em nutrientes, P.
brasiliensis produz clamidosporos intercalares e terminais ap6s 7 a 10 dias de cultivo, ja
em meios ricos em nutrientes néo foi verificada a producdo dos mesmos.

Examinando os clamidosporos estruturalmente, observa-se a presenca de um ou
mais nucleos e numerosas mitocondrias. Acredita-se que tais caracteristicas séo
encontradas no micronicho de P. brasiliensis, e que desempenhe um papel importante na
propagacao da paracoccidioidomicose (LACAZ, 1991).

Recentemente Miyaji et al, (2003), estudaram o papel dos clamidosporos na
conversdo micélio — levedura utilizando os isolados Pb 9, Pb 18 e Tatu em |amino-cultivo
com o0s meios Batata , BHIDA e Sabouraud. Os autores observaram que tanto os meios
BHIDA como Sabouraud produziram clamidosporos, jA no meio Batata foi observada a
producédo de aleurioconidios. Com base nos resultados deste trabalho, acredita-se que os
clamidosporos exercam um importante papel na transicdo da fase miceliana para a fase
leveduriforme devido a capacidade dos clamidosporos formarem células em

exoesporulacdo multipla quando retirado da temperatura ambiente e incubado a 36°C.
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4.6 Dimorfismo incomum em Paracoccidioides brasiliensis

Durante o acompanhamento do desenvolvimento e morfologia da fase
leveduriforme do fungo P. brasiliensis cultivado a 36°C foi observado um fenémeno
interessante frente a expectativa usual. De acordo com a literatura, o dimorfismo de
P. brasiliensis é estritamente ligado a temperatura, ja em outros fungos dimoérficos
fatores como nutrientes e oxigenacado participam do processo de transicdo SAN
BLAS ; SAN BLAS, 1982; SAN BLAS et al, 2002). O processo dimorfico pelo qual
passa P. brasiliensis se reflete na funcdo e fisiologia mitocondrial, a qual é
amplamente modulada na transicdo dimoérfica. (MEDOFF et al, 1987). Nossos
experimentos demonstram que a temperatura ndo € o Unico fator de controle do
processo dimoérfico, pois principalmente nos meios de cultivo Batata e Wo as
colbnias leveduriformes transformaram-se gradualmente em colbnias micelianas
mesmo quando cultivadas a 36°C. No entanto, este fato ndo se repete nos demais
meios de cultivo estudados, o que sugere interferéncia nutricional neste fenémeno.
Outro aspecto interessante € que, este fendbmeno ndo foi observado em meios
liguidos com a mesma constituicAo de nutrientes e sob a mesma temperatura,
sugerindo que o cultivo submerso, inibe a reversao, eventualmente por diluicdo de
alguma substéancia sinalizadora. A avaliacdo da transicdo dimorfica incomum de P.
brasiliensis a 36°C foi também feita em outros isolados (470, Peru, 608, AP, Arg,
9673, 339, 1017, MG4, MG5, 1925, SS), os quais demonstraram 0 mesmo
comportamento, porém com cinética distinta, excluindo a possibilidade de esta ser

uma caracteristica exclusiva do isolado Pb 18.
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O processo dimoérfico incomum no isolado Pb 18 foi observado por nés
inicialmente em culturas em meio agar- WO com 20 a 25 dias de cultivo a 36°C, as
quais apresentaram aspecto miceliano com hifas aéreas, ou seja, colora¢cédo branca.
A analise micromorfolégica destes cultivos revelaram em meio a muitas células
mortas, hifas delgadas e hialinas porém, com auséncia de conidios.
Simultaneamente a essa analise, observou-se que 0 mesmo ocorria com as culturas
em meio agar —Batata aproximadamente no mesmo periodo, no qual as colbnias
revertem completamente para a fase miceliana em menos de 25 dias. Este
fenbmeno também foi observado em meio agar —YPD, no entanto, neste o processo
foi observado unicamente quando o meio de cultura encontrava-se extremamente
ressecado.

A micromorfologia, tanto de culturas a 36 °C em YPD como em Batata,
também revela hifas sem conidios em meio a muitas células mortas.

Diversas colbnias foram analisadas diariamente desde o primeiro dia de
cultivo (24h), onde, aquelas desenvolvidas em agar-Batata se tornam rijas, perdendo
gradualmente a consisténcia cremosa por volta de 7 a 10 dias, a partir do inoculo.
Hifas aéreas comecam a ser observadas a partir do 10° dia, porém, eventualmente
estas sao observadas por volta do 7° ou 8° dia de cultivo. Quando a colGnia atinge
aproximadamente o 20° dia de cultivo a reversao esta praticamente completa.

O cultivo em meio agar- WO revela as mesmas caracteristicas, porém o
processo de transformacgao inicia-se entre o 4° e o 5° dia de cultivo, com
desenvolvimento mais rapido, e por volta do 15° dia, as colonias apresentam-se

transformadas em micélio.
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Foi observado também que, algumas coldnias desenvolvidas em agar —YPD,
guando ultrapassam 30 dias de cultivo apresentam desenvolvimento de micélio
aéreo, perdendo o aspecto cremoso e cerebriforme.

Os demais cultivos ndo exibiram este fendmeno, nestes as células morrem e
nao se transformam. No entanto, no meio Kac observouse o inicio da formacédo de
eventuais hifas, porém as células morrem antes de realizar a reverséo.

Com base nos resultados observados, acreditamos que essa reversdo a
morfologia micelial possivelmente deve-se a um efeito combinado de estresse
hidrico (devido ao ressecamento das placas) associado a metabdlitos ou
componentes particulares do meio. E possivel que a morfologia de micélio esteja
associada a uma resisténcia maior a condi¢fes adversas.

Coletando-se amostras em regides diferentes de varias colénias em vias de
sofrer a conversao para micélio, observou-se que a transformacéo, em geral, inicia-
se no centro da colbnia (fig.4.6), mantendo o sentido centripeto, o que reforca a idéia
de que um dos fatores que desencadeiam esta modificacdo deriva do estresse
nutricional e hidrico, pois o centro da col6nia é o local onde os nutrientes e a agua

sao reduzidos mais rapidamente.

Fig.4.6- Colbnia de P. brasiliensis originada por reversado a 36°C em meio de cultura agar- Batata (20
dias). A- regido onde geralmente inicia-se a transicdo para micélio, a seta indica o sentido da
transformacgao.
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A alteragdo morfolégica ocorrida durante o processo dimorfico esta
relacionada principalmente com modificagcbes na parede celular do fungo, o que
caracteriza o micélio rijo e resistente. Os estudos realizados sobre o dimorfismo em
P. brasiliensis e a importancia da temperatura como Unico fator responsavel na
inducao deste processo, sugere que 0S mecanismos bioquimicos responsaveis pela
transicdo dimorfica sdo simples, e podem estar ligados a sintese alternada de a e b-
glucanas, polissacarideos da parede celular deste fungo. O sistema da glucana
sintetase € de atividade lenta, podendo atuar simultaneamente durante a transicao
de uma fase a outra, o que justifica a morfologia intermediaria desta fase de
transicdo, com caracteristicas leveduriformes e filamentosas (SAN- BLAS, 1979).

Alguns autores relataram o comportamento dimoérfico incomum observado
nestes resultados, Cano e Aguiar, (1991), estudando a utilizacdo de aminoacidos e
sua infuéncia ro crescimento de P. brasiliensis, descreveram dois isolados, Bt3 e
262, que cresceram com aspecto miceliano em meio minimo (Bacto Yeast Nitrogen
Base w/o acid- Difco- 1%, Glicose anidra- Merck- 1%, agar-1,8%) a temperatura de
37°C, ja outros isolados estudados como Btl, Bt2, SN, 113, 666, 665, Arg, Cob30,
891, 1925, IHM 1962 e 728 desenvolvem-se como levedura no mesmo meio. De
acordo com estes autores, a presenca de aminoacidos e bases no meio de cultura
podem ser responsaveis pela manutencdo da fase leveduriforme do fungo. Outros
autores como Villar et al,(1988) e Restrepo et al, (1969), descreveram outros fatores
com excecao da temperatura, que afetam a morfologia de P. brasiliensis. Gillard e
Laffer (1962), observaram que as amostras de P. brasiliensis cultivadas em meio
minimo a 37°C, na presenca do aminoacido tirosina, mantinham a fase miceliana

mesmo apds alguns subcultivos.
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As figuras a seguir referem-se ao acompanhamento da transicdo dimorfica

observada em alguns meios de cultura.

Fig. 4.7. Acompanhamento da reverséo em agar batata. Aa F: 3;5; 7; 15; 20 e 30 dias
respectivamente.



e

Fig. 4.8. Acompanhamento da reversdo em agar- WO. AaF:3,5, 7, 15, 20 e 30 dias
respectivamente.
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Posteriormente, outros meios de cultura foram testados a fim de verificar uma
possivel alteracdo na morfologia do isolado. Os meios selecionados foram YPM,
YPS e YPGal (ver material e métodos) revelaram que o metabolismo desses
acucares aparentemente altera a morfologia/fisiologia deste microorganismo, sendo
capaz de induzir, na fase leveduriforme, a reversdo para a fase filamentosa. O
processo foi doservado jA nos primeiros 3 dias de cultivo. No entanto, quando o
fungo € cultivado nesses meios na forma liquida, este dimorfismo incomum néo
ocorre, talvez pela presenca de agua, auséncia de &gar ou diluicdo de algum
composto indutor do processo. O desenvolvimento do fungo nos meios YPM e YPS
sélido é minimo, a colénia ndo sobrevive 2 semanas. Ja em YPGal, ha a completa
reversdo para a fase miceliana, e a colénia cresce como em YPD, porém, na forma
filamentosa (a 36°C).

As figuras a seguir referem-se aos cultivos mencionados (5 dias a 36°C).



Fig. 4.9- P. brasiliensis cultlvado em meio Flg. 4.9- P. braS|I|enS|s cultlvado em meio
YPS sdlido. YPM sélido.

Fig. 4.10- P. brasiliensis cultivado em meio Fig. 4.11- P. brasiliensis cultivado em meio
YPS liquido. YPM liquido.

Fig. 4.12- Cultivo de P. brasiliensis em meio YPGal
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O cultivo em YPS sdélido (Fig. 4.9) revelou muitas células mortas nos primeiros
dias de cultivo, no entanto, poucas dessas células apresentaram tracos de reversao.
Ja no meio sélido YPM (fig.4.10), percebemos que de alguma forma, o Manitol induz
a transformacdo para a fase filamentosa, onde oberva-se o0 grande numero de
pseudo hifas e hifas delgadas partindo de células leveduriformes.

Como descrito anteriormente, a reversdéo de P. brasiliensis da fase
leveduriforme para a fase filamentosa, quando cultivado nos meios solidos Batata e
Wo, é nitida. Sobretudo, quando cultivado nesses mesmos meios de cultura na
forma liquida, ndo se observa o comportamento dimoérfico, sugerindo que a presenca
de agua nos meios liquidos ou a presenca do agar nos meios sdlidos, influencia de
alguma maneira a transi¢cdo para a fase filamentosa. Pudemos também concluir que
outros meios de cultura, além de Batata e Wo, induzem em P. brasiliensis este
comportamento, os quais sdo agar-YPM (Fig.4.12), neste em especial, observa-se

um grande numero de hifas muito compativeis com aquelas desenvolvidas a

([N

temperatura ambiente, porém, com auséncia de conidios. Quando este fungo
cultivado nos mesmos meios liquidos, ndo se observa o comportamento dimorfico,

no qual as células apresentam morfologia leveduriforme.

4.7 Obtencao de Clones de Paracoccidioides brasiliensis

De acordo com San-Blas e Castafieda, (1990), o carater multinucleado das
células leveduriformes de Paracoccidioides brasiliensis, sua capacidade de
exoesporulagdo mdultipla e a tendéncia a permanecerem agrupadas em sua fase

leveduriforme, dificultam o processo de clonagem. Segundo esses autores, a
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necessidade de fatores de crescimento entre outros nutrientes em meios de cultivo,
poderia ser um requisito para o desenvolvimento de células isoladas em colonias,
pois, quando isoladas as células ndo sobrevivem. Castafieda et al (1988),
descreveram um meio de cultivo contendo um filtrado prévio de cultura
leveduriforme, a qual contém substancias denominadas sideréforos, que parecem
estar envolvidas na potencializacdo da viabilidade de células leveduriformes, pois se
unem ao ferro facilitando seu transporte para o interior celular. Outros fatores
também poderiam fazer esse papel potencializador da multiplicacéo celular.

Para a tentativa de clonagem do isolado Pb 18, utilizou-se os meios sélidos
condicionado denominado por nés de “Spent-YPD” 50%, “Spent-YPD” 75%, “Spent-
BHI” 50% (descritos em material e métodos), Batata, KAc e YPD, nos quais foram
inoculadas células leveduriformes oriundas de cultivos de 5 dias nos meios agar-
Batata e agar- KAc (Que propiciam a obtencdo de células menos agrupadas e
esféricas e/ou em exoesporulacdo mdultipla). A manipulacéo das células individuais
foi realizada em um microscopio de micromanipulacdo como descrito em material e
métodos.

Foram utilizadas duas metodologias diferentes para a obtencédo de clones. A
primeira baseia-se na micromanipulacao de células isoladas, sendo estas inoculadas
em um meio de cultura apropriado (condicionado)

Para as tentativas de clonagem, foram escolhidas células com diferentes
padrées morfologicos: células isoladas esféricas, pseudo hifas catenuladas e células
em exoesporulacado mualtipla.

Ap0s o isolamento, as células sdo mantidas em estufa a 36°C, e o eventual

desenvolvimento € acompanhado diariamente, por observacédo ao microscopio.
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Foi observado que as células que desenvolveram clones foram inoculadas
nos meios de cultura “Spent-YPD” 75%, nas primeiras 24 horas, periodo em que foi
possivel observar a projecdo de pequenas hifas, e, ndo “buds” ou blastoconidios
como esperado. As células que ndo se desenvolveram ndo manifestaram nenhuma
mudanca morfologica durante o periodo.

Por volta de 7 dias de cultivo, as pequenas col6nias ja podem ser vistas a
olho nu, neste periodo também iniciamos uma suplementacédo diaria com 20puL de
filtrado puro do meio condicionado, visando a viabilizacdo dos clones, ja que sabe-se
gue estes sdo extremamente sensiveis.

Quando as col6nias apresentaram aproximadamente 1mm de diametro, sdo
retiradas da placa e transferidas para uma placa contendo também meio
condicionado. Esse procedimento foi realizado para todos os clones obtidos.

Apos o desenvolvimento das colbnias, foram avaliadas varias caracteristicas:
dimorfismo, morfologia e fisiologia em diferentes meios.

Quando cultivados a temperatura ambiente, os clones desenvolvem-se
normalmente em micélio, apresentando as mesmas caracteristicas morfoldégicas que
o isolado comum, inclusive na producéo de clamidoconidios.

A diversidade morfofisiologica dos clones nos diferentes meios de cultivo foi
praticamente a mesma apresentada pelo isolado Pb 18.

A morfologia de cada clone foi analisada através do cultivo liquido em meio
Spent 75%, as metodologias empregadas na analise morfolégica foram as mesmas
utilizadas para a analise do isolado Pb18 nos diferentes meios de cultivo.

Observou-se que alguns clones apresentam caracteristicas morfolégicas

peculiares quando comparados entre si, e com o isolado original PB 18, as quais
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ndo mostraram variacdo até o momento. A Figura 4.13 exemplifica a variedade

morfologica entre alguns clones, descrita na Tabela 4.6.

Fig. 4.13- Variagdo micromorfolégica de alguns clones obtidos de P. brasiliensis (isolado Pb 18) em
sua fase leveduriforme cultivados por 5 dias em meio condicionado YPD liquido.)
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Tabela 4.6 Variabilidade morfoldgica observada em alguns clones do isolado Pb18

em sua fase leveduriforme.

Célula de o
Clone origem Caracteristicas
Clone 1 Uma célula Apresentam grandes cadeias de pseudohifas catenuladas com
esférica. multibrotamentos, caracterizando um pseudomicélio, o que torna a
colénia levemente rija.
Clone 4 Célula comum  Observa-se principalmente pseudohifas catenuladas em cadeias de
brotamento. 3 a 5 elementos. As células ndo apresentam alto indice de
agrupamento. A colbnia apresenta uma textura cremosa e de alta
disperséao celular.
Clone 6 Célula em Células altamente agrupadas em sua maioria sendo formadas por
exoesporulacdo  pseudohifas de pequenas cadeias de células.
multipla.
Uma célula Formado principalmente por células ndo agrupadas. Observa-se a
Clone 3 esférica. formacdo constante exoesporulacdo mudltipla, dando a colénia a
consisténcia cremosa.

Visando a manutencdo das caracteristicas individuais de cada clone, os
mesmos foram submetidos ao armazenamento em tubos plasticos de 1mL contendo
meio de cultura YPD liquido acrescidos de 10% de glicerol e mantidos a —80°C, no
entanto ainda ndo foi possivel desenvolver uma metodologia que garanta de
maneira consistente a recuperacao das células, pois neste processo muitas morrem.

No total foram obtidos 25 clones do isolado Pb 18. Também foram realizadas
algumas te ntativas de clonagem de outros isolados, obtendo sucesso apenas com o
Pb 339 (Fig.4.14) e AP (Fig.4.15).
tém sido realizados no sentido de diferenciar

Varios trabalhos

genotipicamente  os diversos isolados de P. brasiliensis, utilizando técnicas
moleculares como RFLP e RAPD. Feitosa et al, (2003) realizaram a analise de
polimorfismos cromossdémicos entre 12 isolados de P. brasiliensis, descrevendo a

alta variabilidade existente entre eles. Um dos isolados utilizados neste estudo foi o

isolado SS {ig.4.16), o qual nos chamou a atencdo por sua morfologia (células
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esféricas e pouco agrupadas) e provavel haploidia, de acordo com o trabalho
mencionado anteriormente). A partir dessas informacdes, tentamos obter clones do
isolado SS, pois seria interessante obter clones de um isolado teoricamente
hapléide, o que facilitaria analise do estudo do genoma deste organismo. No
entanto, SS demonstrou grande fragilidade, ndo permitindo a obtencéo de clones.
Também néo foi possivel a obtencdo de clones do isolado 608, porém acreditamos
gue isso tenha ocorrido devido a baixa viabilidade celular do mesmo, pois quando o
mesmo foi submetido ao teste de viabilidade com o corante

especifico Trypan-blue, muitas células apresentaram-se azuis.

Fig. 4.14- Isolado Pb 339 em sua fase Fig. 4.15- Isolado Pb AP em sua fase
leveduriforme. leveduriforme.



Fig. 4.16- Isolado Pb SS em sua fase

leveduriforme.
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Tabela 4.7 Relagcao de clones de alguns isolados de Paracoccidioides brasiliensis

obtidos via micromanipulacdo e ultra-som.

Isolado Meio de cultivo Método N° de clones obtidos
Pb 18 “Spent” 75% - YPD Micromanipulacdo 09
Pb 18 “Spent™- BHI Micromanipulagéo 06
Pb 18 “Spent” 75% - YPD e Ultra som 11

“Spent™ BHI
339 “Spent™ BHI Ultra som 06
SS “Spent™ BHIl e Micromanipulacao -
“Spent"75%- YPD
SS “Spent™ BHI e Ultra som -
“Spent"75%- YPD
AP “Spent™ BHI Ultra som 4
608 “Spent™ BHI Ultra som -
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A variabilidade morfolégica e fisioldgica entre os isolados de P. brasiliensis é
nitida, onde distinguem-se principalmente tamanho e formas celulares diferentes, e
colonias de aparéncia e consisténcia variadas.

Em 1995, Soares et al., realizaram através da técnica RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA) o estudo do DNA de 7 isolados deste fungo.
Neste trabalho foram identificadas varias diferengas significativas entre os isolados
analisados, o que resultou na formacédo de dois grupos distintos. Tanto esta técnica
como a de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms) foram e s&o
amplamente utilizadas por varios autores na caracterizacdo de isolados de diversos
microorganismos. Nino-Vega et al., 2000, através de RFLP, correlacionaram
geograficamente isolados de P. brasiliensis analisados por esta técnica.

Em busca de polimorfismos cromossémicos entre os isolados, Montoya et al,
1997, compararam o material genético de 8 isolados clinicos do fungo, localizando 5
bandas cromossomais utilizando a técnica “PFGE” (pulse-field gel electrophoresis).
No entanto, encontraram polimorfismo cromossdmico apenas em outro trabalho, em
1999 (MONTOYA et al, 1999). Feitosa et al., 2003, também utilizando a técnica
PFGE, analisaram 12 isolados e, identificaram polimorfismo no niamero de bandas
cromossOmicas bem como em sua migracédo no gel. Neste estudo, alguns isolados
apresentaram caracteristicas peculiares quanto aos ndmeros de cromossomos e
ploidia.

A manifestacdo de caracteristicas morfologicas distintas observadas entre
alguns clones de obtidos sugere que um isolado pode ser um conjunto de células
nao necessariamente iguais, ou melhor, um isolado pode ser geneticamente

heterogéneo — ser proveniente de uma cultura policlonal. Partindo destas
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observagfes, realizamos a andlise molecular de algumas regides do DNA de 2
clones obtidos, juntamente do isolado de origem Pbl8, procurando eventuais

indicagOes da existéncia de heterogeneidade clonal.
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4.8 Andlise Molecular dos Clones de Pb 18

Como descrito em material e métodos, realizamos a extracdo do DNA total e
mitocondrial dos clones de Pbl8, 4 e 6 (fig. 4.14), com a finalidade de submeter
este material ao seqlenciamento de algumas regides especificas, procurando
identificar eventuais alteracdes genéticas que justificassem altera¢cdes morfolégicas
entre os clones de Pb. Selecionamos duas regiées do genoma mitocondrial, sendo a
primeira referente a regido intergénica entre COX 1 e ATP9, de 875pb, e a segunda
referente a regido codificadora de COX 2, subunidade 2 da citocromo oxidase
pertencente ao complexo terminal da cadeia respiratoria, de 698pb. Ambas as
regides do DNA mitocondrial foram caracterizadas por Cardoso, (2004).

A regido escolhida referente ao DNA nuclear, corresponde ao gene da
proteina GP43, de 1329pb, é responsavel pela codificacdo da glicoproteina de 43
KDaltons (gp43), a qual é o principal antigeno utilizado para imunodiagndstico da
infeccao por P. brasiliensis, sendo capaz de desencadear uma reposta imune celular
protetora nas células parasitadas pelo fungo. Foi descrita primeiramente por Puccia
et al., (1986), quando a glicoproteina foi obtida através do isolamento e purificacao
do sobrenadante de culturas do isolado B-339. A partir de entdo, inUmeros estudos
sobre este antigeno majoritario iniciaram-se e se estendem até hoje, um exemplo é o
estudo de polimorfismos de sua regido codificante em isolados diferentes (MORAIS
et al., 2000), sua produgdo variavel por culturas clonais BERZAGHI et al., 2005),
bem como a tentativa de desenvolvimento de vacinas a partir da mesma. A primeira
tentativa de clonagem do gene que codifica a gp43 foi realizada por Taba et

al.,(1989), onde os autores obtiveram a expressao em E. coli de um fragmento de
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cDNA do fungo que expressava uma proteina reconhecida por soros de pacientes
com PCM e cujos anticorpos reconheciam a gp43 purificada. No entanto, sua
caracterizacao e sequenciamento foi realizada apenas por Cisalpino et al., (1996), a
partir de DNA gendémico e cDNA do isolado B-339. O PbGP43 foi o primeiro gene de
P. brasiliensis a ser sequenciado. Esta molécula € uma glicoproteina composta por
416 aminoacidos, onde os primeiros residuos compdem o peptideo lider, sua
sequéncia pode ser dividia em duas regides: uma de baixa e outra de alta homologia
com exoglucanases fungicas, o que indica a presenca de dominios funcionais
(CISALPINO et al.,1996).

Apos a escolha das regides, realizowse a amplificacdo das mesmas
utilizando a reacdo de PCR (reacdo em cadeia de polimerase), como descrito em
Material e Métodos. Os fragmentos referentes as regides selecionadas Figs. 4.17,
4.18) foram extraidos do gel com o auxilio do kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System, Promega e em seguida clonados em vetor TOPO pCR? 4- TOPO.

Apoés a ligacdo do inserto no vetor, a mistura de ligacdo foi introduzida na
linhagem de E.coli DH10B, e posteriormente foi feita a extracdo do DNA plasmidial
de alguns clones bacterianos obtidos pelo método de minipreparacdo, também
descrito em material e métodos. As Figuras 4.19 e 4.20 ilustram o padrdo nos géis
de amostras contendo o material das minipreparacdes com o vetor juntamente com

o inserto.



Fig. 4.18- Gel de agarose 1%
contendo amplificagbes do gene

Fig. 4.17- Gel de agarose 1% -
GP43 de 1326pb e da regido

corado com brometo de etidio

contendo  amplificacées  da intergénica mitocondrial de 875
regido do DNA mitocondrial pb. Foto superior 1e2- GP43,
COX2 de 698pb. P- Padrio de clone 4; 3ed- GP43, clone 6; P-
tamanho molecular; 1- clone 4; padréo; 5-6 Intergénica Pb 18.
2_ clone 6 3- Pb 18- controle. Foto inferior:1e2- Intergénica,
Padrao de’ peso molecular, em clone 4; 3e4- Intergénica, clone 6;
Kb: 15; 7,96; 5,64; 4,40; 2,83; P- padréo; 5e6- GP43, Pbils.
2,1; 1,5; 1,2; 0,96; 0,74; 0,45; Padrdo de peso molecular, em
0,28. Kb: 15; 7,96; 5,64; 4,40; 2,83; 2,1;

1,5; 1,2; 0,96; 0,74, 0,45; 0,28.
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Fig. 4.19- Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, contendo material de amostras
referentes a uma das minipreparacées de DNA plasmidial realizadas e descritas em material e
métodos. 1,2 e 3- vetor contendo o inserto da regido intergénica (clone 4); 4,5 e 6- vetor contendo
0 inserto da regido intergénica (clone 6); P- padrédo de tamanho molecular; 7,8 e 9- vetor contendo
o inserto da regido GP43 (clone 4); 10 e 11- vetor contendo o inserto da regido GP43 (clone 6), P-
padrdo de tamanho molecular. Padrdo de peso molecular, em Kb: 15; 7,96; 5,64; 4,40; 2,83; 2,1,
1,5; 1,2; 0,96; 0,74; 0,45; 0,28. ; tamanho do vetor e insertos em Kb: vetor- 3,95; GP43- 1,329;
regido intergénica- 8,75.

92
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Fig. 4.20- Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo, contendo o vetor recombinante ligado
ao inserto COX2. P — Padrdo de tamanho molecular; 1,2, 3 e 4 vetor contendo o inserto COX2
(clone 4); 5,6,7 e 8- vetor contendo o inserto COX2 (clone 6); 9,10,11 e 12- vetor contendo o inserto
COX2 (Pb 18- controle). Padrdo de peso molecular, em Kb: 15; 7,96; 5,64; 4,40; 2,83; 2,1; 1,5; 1,2;
0,96; 0,74; 0,45; 0,28; tamanho do vetor 3,95 Kb; tamanho do inserto (COX2) 0,698 Kb.

Para cada regido, foram selecionados 2 clones bacterianos oriundos de cada
clone de Pb. De cada clone bacteriano, extraiu-se o inserto contendo a regido de
interesse, realizando-se em seguida, 3 reacfes de seqienciamento (senso e anti-
senso), o que totalizou 12 sequéncias de cada clone do isolado. O total de bases
sequenciadas por regiao foi: 653 pb da COX2; 932 pb da regido intergénica e 1028
pb da PbGP43.

Apéds a obtencdo das sequéncias, estas foram editadas utilizando o pacote de
programas Phred/Crossmatch. As sequéncias com indice de qualidade Phred maior
ou igual a 25 pontos, foram selecionadas para os alinhamentos multiplos, para os
quais, utilizamos os programas DNAStar/Seq Man/Edit Seq. No total, foram
analisadas 18 sequéncias da regido COX 2, 21 sequéncia da regido intergénica e 21

sequéncias da regido PbGP43.



94

As sequéncias obtidas foram alinhadas com a sequéncia original do isolado
Pb 18. A andlise desses alinhamentos néo revelou diferencas entre os dois clones
de Pb18 e o isolado original Pb18.

Berzaghi et al.,(2005), obtiveram clones de P. brasiliensis utilizando a mesma
metodologia aplicada neste trabalho. Comparou, a secrecdo do exoantigeno de
GP43 entre os diversos clones que obteve. Concluiram que as culturas clonais
(monoclonais) apresentam o mesmo comportamento das culturas policlonais, ou
seja, produzem o antigeno em diferentes quantidades perdendo esta capacidade de
acordo com o numero de subculturas. Utilizando RAPD, realizaram a busca de
eventuais polimorfismos entre os clones obtidos, inclusive entre os clones que néo
secretavam a GP43, ndo encontraram diferencas nas sequéncias.

Esses resultados mostraram-se insuficientes para esclarecer a razdo de
alguns clones de Pbl1l8 serem morfologicamente distintos, apesar de obtidos do
mesmo isolado. E possivel que existam alteracbes em algum gene ligado a
morfogénese ou, alternativamente, haveriam alteracdes epigenéticas que ocorreriam
espontaneamentee e responderiam pelas distingdes morfoldgicas observadas.

Para dar continuidade a analise do motivo da variacdo morfolégica entre os
clones de um mesmo isolado, outras regides (genoma mitocondrial e nuclear)
poderiam ser escolhidas e analisadas, principalmente aquelas que se encontram

relacionadas a morfologia deste organismo.
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5. CONCLUSOES

5.1 Verificou-se notavel variedade morfofisiolégica macro e microscépica entre 0s
diversos cultivos de P. brasiliensis em sua fase filamentosa e leveduriforme, em

fungéo da diversidade nutricional presente nos diferentes meios testados.

5.2 Os meios mais propicios para a obtencdo de células de morfologia ideal a
micromanipulacdo (isoladas ou em exoesporulacdo multipla) foram BHI, KAc e

Batata, tanto liquidos como solidos.

5.3 A temperatura ndo é o unico fator relacionado a morfologia de P. brasiliensis,
pois 0 mesmo apresenta dimorfismo incomum quando cultivado nos meios &ar-
Batata, agar- Wo e &gar-YPM, nos quais observou-se reversdo total ou parcial da
fase leveduriforme para a filamentosa a 36°C. Este dimorfismo pode estar
relacionado a metabdlitos ou componentes particulares presentes nos meios de
cultura utilizados, tendo como fator adjuvante o estresse hidrico provocado pelo
ressecamento das placas armazenadas a 36°C. E possivel que a morfologia de

micélio neste caso, esteja associada a uma resisténcia maior a condi¢es adversas.

5.4 Meios de cultura contendo filtrado prévio de um cultivo anterior de P. brasiliensis
possibilitam a obtencdo de clones deste fungo, em sua fase leveduriforme, a partir

de células isoladas.
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55 O ultra-som mostrouse mais eficaz na obtencdo de clones que a
micromanipulacéo, o que possibilitou a obtencdo de um nimero maior de clones.
5.6 Alguns clones do mesmo isolado de P. brasiliensis obtidos apresentaram

variac6es morfoldgicas notaveis, mesmo apoés cultivos subsequentes.

5.7 Nao foram identificadas diferencas nas regides do DNA analisadas (nuDNA:
PbGP43; mDNA: COX2 e intergénica), impossibilitando-nos de gerar conclusdes a

respeito da variabilidade morfoldgica observada entre os clones estudados.
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