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Resumo

A paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma micose sistémica endémica na América Latina e ¢
causada pelos fungos termodimorficos Paracoccidioides brasiliensis e P. lutzii. Varias espécies
fangicas conseguem produzir hemolisinas, exotoxinas capazes de desestruturar a membrana de
células e eritrocitos, mecanismo que permite a aquisicdo do ion ferro, necessario para vias
metabolicas. O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do tempo e tipo de meio de
cultivo na produgdo de hemolisinas por Paracoccidioides brasiliensis ¢ P. lutzii. CFAs
(antigeno livre de células) obtidos dos meios Agar Saboraud e Agar Saboraud-BHI e
exoantigenos obtidos dos meios RPMI e caldo BHI, ambos obtidos em intervalos de 3 dias em
um periodo de 30 dias, apresentaram diferentes perfis hemoliticos ¢ P. brasiliensis apresentou
maior atividade hemolitica que P. [utzii. Mais estudos s@o necessarios para melhor
caracterizacao destes fatores de viruléncia.
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Abstract

Paracoccidioidomycosis (PCM) is an endemic systemic mycosis in Latin America and is caused
by thermo dimorphic fungi P. brasiliensis and P. lutzii. Several fungal species may produce
hemolysins, exotoxins able to destroy cells and erythrocytes membranes, mechanism that allows
the acquisition of iron ion, required for metabolic pathways. This study aimed to evaluate the
effect of time and type of culture medium on production of hemolysins by P. brasiliensis and P.
lutzii. CFAs (cell-free antigen) obtained from SDA and S-BHI media and exoantigens obtained
from RPMI and BHI broth, both obtained in a 3-day interval over a period of 30 days, showed
different hemolytic profiles, however P.brasiliensis showed greater hemolytic capability
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compared to P. [utzii. Further studies are needed in order to better characterize these virulence
factors.
Key words: Paracoccidioidomycosis; hemolysis, virulence factors.

INTRODUCAO

Os fungos termodimorficos Paracoccidioides brasiliensis (espécies S1, PS2 e
PS3) e Paracoccidioides lutzii sdo os agentes etiologicos da Paracoccidioidomicose
(PCM), uma micose sist€émica que se distribui em varios paises da América Latina"?.
O Brasil € o pais que apresenta o maior nimero de casos de PCM, constituindo a oitava
causa de morte no pais considerando as doencas infecciosas e parasitarias
predominantemente cronicas™. Por ndo ser uma doenca de notificagdo compulsdria,
estima-se sua incidéncia através de inquéritos epidemiolodgicos e relatos de casos®. Na
regido Centro-oeste ha maior prevaléncia de infec¢cdes por P. lutzii, porém ha casos
descritos na regido Norte, enquanto que nas regioes Sul e Sudeste, P. brasiliensis ¢ a
espécie predominante®.

A PCM ¢ caracterizada por inflamagdo granulomatosa e ¢ causada pela
inalacdo de conideos de Paracoccidioides que facilmente alcangam os alvéolos
pulmonares e podem disseminar-se pela via linfohematogénica(7). Diversas outras
manifestagdes clinicas e imunologicas sdo observadas, variando desde infecgdo
assintomatica a forma disseminada e severa. De acordo com a classificacao atual,
existem duas formas principais: PCM infecg¢do, observada em individuos saudaveis e
assintomaticos que vivem em areas endémicas e sdo reativos a intradermorreagcdo com
paracoccidioidina; PCM doenga, forma sintomatica que divide-se em forma
cronica/adulta e forma aguda/juvenil. A forma cronica apresenta alta frequéncia de
comprometimento pulmonar, cutdneo e de mucosas e afeta individuos adultos, enquanto

r

que a forma aguda ¢ caracterizada por envolvimento sist€émico de linfonodos,
hepatoesplenomegalia e lesdes na medula Ossea, afetando jovens de ambos os sexos®.
A literatura ainda descreve uma forma clinica residual ou sequelar, caracterizada por
manifestagdes cicatriciais (i.e., opacidades e cavitagcdes pulmonares) que se seguem ao
tratamento da micose®

Estudos preliminares realizados por nosso grupo de pesquisa demonstraram
que P. brasiliensis e P. lutzii sao hemoliticos quando inoculados em &gar sangue
humano e que preparacdes antigénicas feitas a partir de culturas de P. brasiliensis sdo
capazes de lisar eritrocitos humanos®™ ?. Além disso, Schneider''” verificou que fracdes
obtidas por cromatrografia presentes no CFA (antigeno livre de células) de P.
brasiliensis que possuem massa molecular entre 30 e 50 kDa podem lisar eritrocitos de
carneiro.

Hemolisinas sdo exoenzimas produzidas por bactérias e fungos e possuem
fungdes pleiotropicas. Sdo tipicamente encontradas em conformacao B-folha e possuem
efeitos citotoxicos em membranas de eritrocitos e fagocitos, podendo formar poros e
destruir outras células eucarioticas ¢ estruturas celulares. Além disso, estudos indicam
que estas proteinas possuem especificidade por dominios lipidicos presentes em
membranas celulares" .

Considerando que Paracoccidioides pode produzir hemolisinas, este estudo
teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes tipos de meios e tempos de cultura
na producdo de hemolisinas por Paracoccidioides.
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MATERIAIS E METODOS

Isolados de Paracoccidioides spp.

A fim de restaurar a viruléncia dos isolados, células leveduriformes de P.
brasiliensis (B-339) foram inoculadas em camundongos Swiss machos, re-isoladas e
entdo utilizadas para a producdo de antigenos e ensaios in vitro. Uma vez que
encontramos dificuldade em re-isolar P. [utzii (LDR2) de modelos animais, optamos por
reativar seus fatores de viruléncia utilizando uma estratégia in vitro. Resumidamente,
esplendcitos de camundongos Swiss foram incubados em placas de cultura a 0,5x10’
células/mL em meio RPMI suplementado com soro fetal bovino 10% em um volume
final de 50 pL. Suspensdes de células de P. [utzii foram preparadas em concentragdes
variando de 0,5x10° a 0,5x10" ¢ 50 pL destas suspensdes foram adicionadas as células
imunes. As placas foram entdo incubadas a 37°C por 48hrs. Apods este periodo, os
sobrenadantes foram semeados em 4gar Infusdo Cérebro Coracdo (BHI) (Acumedia,
Lansing, Michigan, EUA) e P. lutzii foi re-isolado. Pb339 e LDR2 foram cultivados em
agar Saboraud Dextrose (SDA) (Acumedia, Lansing, Michigan, EUA) e mantidos por
sub-cultivo a 35°C a cada 5 dias.

Obtencdo de Antigenos Livre de Células (CFAs)

CFAs de B-339 e LDR2 foram obtidos de acordo com o método descrito por
Camargo et al."?, com algumas modificagdes. A massa fungica foi diluida em salina
tamponada com fosfato (PBS) (0,15 M, pH 7,4) com inibidor de serino-proteases
fluoreto de fenilmetilsulfonil 2,5mM (PMSF) (P7626 Sigma, St. Louis, MO, EUA) e
timerosal 0,02%, agitadas por 60s em vortex-mixer e imediatamente centrifugadas a
1005g, 4°C por 15 min (5804R74 Centrifuga Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Os
sobrenadantes (CFAs) foram coletados e entdo foram imediatamente congelados a -
80°C.

Obtencdio de Exoantigenos (ExoAg)

Os isolados B-339 e LDR-2 foram cultivados em agitagdo a 37°C em meio
RPMI 1640 incompleto (Invitrogen, Grand Island, NY, EUA) e caldo BHI (Acumedia,
Lasing, Michigan, EUA) a concentragio final de 2x10” células/mL. Aliquotas foram
coletadas nos dias 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27 ¢ 30, e os sobrenadantes da cultura
foram obtidos por centrifugagdo a 1005 g, 4°C por 15 min (5804R74 Centrifuga
Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).

Eritrocitos Humanos

Sangue humano foi obtido de um individuo saudavel por venopungdo sem
anticoagulante e imediatamente diluido 1/1 em solucdo de Alsever. Eritrécitos foram
lavados por centrifugacdo (3 vezes em PBS, 175 g a 4°C por 10 min) (5804R74
Centrifuga Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e ajustados a concentracdo de 1% em
PBS. O presente estudo foi aprovado pela Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina.

Teste de hemdlise com CFAs e Exoantigenos (ExoAgs) produzidos em diferentes
tempos e tipos de meios de cultivo

Os isolados de B-339 e LDR-2 foram cultivados em tubos individuais com
meios SDA (Acumedia, Lansing, Michigan, EUA) e SDA+BHI (S-BHI) (Merck,
Darmstadt, Alemanha) por 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27 e 30 dias. A massa fungica dos
dois tubos de cada meio selecionados randomicamente foi coletada (~200 g) e o CFA
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foi obtido de acordo com o método descrito acima. Para o teste de hemolise, amostras
de CFA e ExoAgs foram incubadas 1:1 em placas de 96 pogos com fundo ’V’’ em um
volume total de 100 pl com suspensdo de eritrocitos humanos 1% a 37°C por 5h. PBS
foi usado como controle negativo e agua destilada foi usada como controle positivo para
hemolise. As placas foram centrifugadas (155 g, 4 °C por 10 min), e os sobrenadantes
foram analisados a 550 nm (Multiskan EX, Uniscience — Labsystems, Helsinki,
Finlandia) para avaliagdo da porcentagem de hemolise. Graficos representando o perfil
hemolitico dos isolados foram construidos utilizando-se o software GraphPad Prism v.
6.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA).

RESULTADOS

Teste de hemdlise com CFAs produzidos em diferentes tempos e tipos de meios de
cultivo

O perfil hemolitico observado no teste de hemolise com CFAs ¢ apresentado na
Figura 1. O CFA de B-339 apresentou baixa atividade hemolitica nos dias 3, 6 ¢ 9 de
cultura em meio SDA, aumentando consideravelmente no dia 12 de cultura. A partir do
dia 15, 100% de hemolise foi detectada. O CFA de B-339 derivado do meio S-BHI
apresentou comportamento similar, mas alcangou 100% de hemolise a partir do dia 12
de cultura (Figura 1-A). Quando usamos CFA de LDR2, a atividade hemolitica
aumentou a partir do terceiro dia de cultura em meio SDA, alcangando um pico de
100% de hemolise nos dias 15 e 18, e entdo houve um declinio. Com CFA obtido do
meio S-BHI, atividade hemolitica foi aumentada, alcangando um pico de 44% no dia 30
de cultura (Figura 1-B).
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Figura 1. Avaliacdo da atividade hemolitica em CFAs produzidos em diferentes tempos
e tipos de meios de cultivo. CFAs de P. brasiliensis B-339 (A) e P. [lutzii LDR2 (B)
obtidos a cada 3 dias de cultura nos meios Saboraud (SDA) e Saboraud+BHI (S-BHI)
foram incubados com eritrocitos humanos 1% v/v a 37°C por 5h. O experimento foi
realizado em duplicata, e a média da densidade Optica de cada condi¢do experimental
foi usada para calcular a porcentagem de hemolise em relacdo ao controle positivo
(4gua destilada).
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Teste de hemdlise com ExoAgs produzidos em diferentes tempos e tipos de meios de
cultivo
O perfil hemolitico observado no teste de hemolise com ExoAgs ¢ apresentado

na Figura 2. Os ExoAgs de P. brasiliensis B-339 (Figura 2-A) e P. lutzii LDR2 (Figura
2-B) obtidos dos meios RPMI e caldo BHI promoveram hemolise de maneira tempo-
dependente, porém a atividade hemolitica foi maior no ExoAg de B-339.
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Figura 2. Teste de hemolise com ExoAgs de diferentes dias e meios de culturas.
Sobrenadantes de cultura de B-339 (A) e LDR2 (B) coletados a cada 3 dias do meio
RPMI incompleto e caldo BHI contendo células leveduriformes de B-339 e LDR2
foram incubados com eritrocitos humanos 1% v/v a 37°C por 5h. O experimento foi
realizado em duplicata, e a média da densidade oOptica de cada condi¢ao experimental
foi usada para calcular a porcentagem de hemolise em relagdo ao controle positivo
(agua destilada).

DISCUSSAO

Neste trabalho foi avaliada a producdo de hemolisinas por P. brasiliensis e P.
lutzii em diferentes meios e diferentes tempos de cultura, objetivando otimizar a
producdo destes fatores hemoliticos e investigar se existem diferencas entre as duas
espécies. Os resultados mostraram diferengas no perfil hemolitico de acordo com o
meio ou tempo de cultura de LDR2, sugerindo que fatores nutricionais inerentes ao
meio e periodo de cultura podem afetar a producdo e secre¢do de hemolisinas por
Paracoccidioides spp. A producdo de hemolisinas foi observada a partir dos dias 9-12
em cultura de P. brasiliensis B-339, e o nivel foi mantido por todo o periodo de
investigacao, independente do meio de cultura. A producao de hemolisinas de P. lutzii
LDR2 foi menor que a de P. brasiliensis B-339.
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Bailio e colaboradores"” observaram que células leveduriformes de P.

brasiliensis e P. lutzii, quando incubadas diretamente com eritrocitos de carneiro, sdo
capazes de lisar essas células. Os autores verificaram que P. brasiliensis provocou uma
maior hemolise quando comparado ao P. [utzii.

A capacidade de causar hemolise por meio da producdo de hemolisinas ¢ um
mecanismo utilizado pelo fungo para ter acesso ao ion ferro, que ¢ complexado ao
grupamento heme da hemoglobina presente nos eritrocitos e ¢ essencial para vias
biossintéticas fingicas, especialmente durante a infecgdo'". De fato, P. brasiliensis
transcreve uma proteina hemolisina-/ike'", sugerindo que o fungo produz um fator
hemolitico que pode ser soluvel ou ancorado a parede celular.

O atual estado da arte sugere que hemolisinas sdo toxinas formadoras de poros
que interagem com ligantes especificos na superficie de varias células alvo,
especialmente lipidios, como colesterol e esﬁngomielina(15’16). Embora extensivamente
estudadas em muitas espécies bacterianas, hemolisinas tem sido reportadas em fungos,
plantas, invertebrados e mamiferos (nestes, conhecidas como perforinas, responsaveis
por mediar a morte celular apoptotica)!'*1**? Hemolisinas bacterianas tem sido bem
caracterizadas devido ao papel destas proteinas na patogé€nese, seus detalhes estruturais,
mecanismos moleculares de hemolise, diferencas entre ligantes especificos nas células
alvo e potencial diagnoéstico. Em contraposi¢cdo, pouco se conhece sobre hemolisinas
fungicas. As aegerolisinas, o maior grupo conhecido, geralmente sdo pequenas (15-20
kDa), possuem estrutura B-folha, contendo residuos de cisteina conservados € um
grande numero de residuos 4cidos e aromaticos®". Ostreolisinas possuem conformagio
B-folha, mas se desdobra em uma estrutura a-hélice apdés a permeabilizacao de
membranas®?. Outras hemolisinas também foram caracterizadas, como nigerlisina,
terrelisina e asp-hemolisina, no entanto nigerlisina ndo possui conformac¢do B-folha, o
que parece ser essencial para a ligagio inicial e indugdo de poros nas células alvo'".

Em contraste com hemolisinas bacterianas que sdo conhecidamente secretadas, a
origem de hemolisinas fingicas ndo ¢ elucidada. No entanto, nosso delineamento
demonstra que Paracoccidioides ¢ capaz de secretar hemolisinas, mas o mecanismo
pelo qual este evento ocorre ainda ndo ¢ entendido. Estudos que utilizaram A4. fumigatus
mutante para o gene codificador de glicofosfatidilinositol mostraram que asp-
hemolisina foi ausente de fragdes secretadas provenientes do micro-organismo mutante
@3) sugerindo que proteinas GPI ancoradas a membrana podem contribuir para a
secre¢do de hemolisinas.

CONCLUSAO

P. brasiliensis e P. lutzii apresentam a capacidade de secretar hemolisinas. Esta
secrecdo ¢ influenciada por condi¢des de cultura como tempo e meios de cultura.
Estudos futuros sdo necessarios no sentido de elucidar caracteristicas bioquimicas e
funcionais de hemolisinas secretadas por Paracoccidioides spp.

Biosaude, Londrina, v. 20, n. 1, 2018



17

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Restrepo M. A.. The ecology of Paracoccidioides brasiliensis: a puzzle still
unsolved. Medical Mycolology, 23: 323-334, 1985.

2. Teixeira, M. M. et al. Phylogenetic analysis reveals a high level of speciation in the
Paracoccidioides genus. Mol Phylogenet Evol, 52: 273-283, 2009.

3. Fornajeiro, N. et al. Inquérito epidemioldgico sobre a paracoccidioidomicose
utilizando a gp43 em dois municipios do noroeste do Parand, Brasil. Rev Soc Bras Med
Trop, 38: 191-3, 2005.

4. Paniago, A. M. M. et al. Paracoccidioidomycosis: a clinical and epidemiological
study of 422 cases observed in Mato Grosso do Sul. Rev Soc Bra Med Trop, 36: 455-
459, 2003.

5. Shikanai-Yasuda, M. A. et al. Consenso em paracoccidioidomicose. Rev Soc Bras
Med Trop, 39: 297-310, 2006.

6. Gegembauer, G. et al. Serology of paracoccidioidomycosis due to Paracoccidioides
lutzii. PLoS Neg Trop Dis, 8: 2986, 2014.

7. San-Blas, G. Paracoccidioidomycosis and its etiologic agent Paracoccidioides
brasiliensis. Medical Mycology, 31: 99-113, 1993.

8. Gongalves, A. J. M. Analise da atividade hemolitica de Paracoccidioides brasiliensis.
Monografia (Especializagdo em Biologia Aplicada a Saude) Centro de Ciéncias
Biologicas, Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 1999.

9. Gongalves, A. J. M.; Ono, M. A.; Itano, E. N. Atividade hemolitica de
Paracoccidioides brasiliensis. Revista Biosaude, 3: 5-9, 2001.

10. Schneider, L. H. G. Fator hemolitico de Paracoccidioides brasiliensis: Analise por
fracionamento. Monografia (Especializagdo em Biologia Aplicada a Saude) Centro de
Ciéncias Biologicas, Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2000.

11. Nayak, A. P.; Green, B. J.; Beezhold, D. H. Fungal hemolysins. Med Mycol, 51: 1-
16,2013.

12. Camargo, Z. P. et al. The use of cell-free antigens of Paracoccidioides brasiliensis
in serological tests. Journal of Medical and Veterinary Mycology, 29: 31-38, 1991.

13. Gonzalez, M. R. et al. Bacterial pore-forming toxins: the (w) hole story? Cellular
and Molecular Life Sciences, 65: 493-507, 2008.

14. Bastos, Karinne P. et al. The transcriptome analysis of early morphogenesis in

Paracoccidioides brasiliensis mycelium reveals novel and induced genes potentially
associated to the dimorphic process. BMC Microbiology, 7: 1, 2007.

Biosaude, Londrina, v. 20, n. 1, 2018



18

15. Sepci¢, K. et al. Ostreolysin, a pore-forming protein from the oyster mushroom,
interacts specifically with membrane cholesterol-rich lipid domains. FEBS Letters, 575:
81-85, 2004.

16. Nayak, Ajay P. et al. Development of monoclonal antibodies to recombinant
terrelysin and characterization of expression in Aspergillus terreus. Journal of Medical
Microbiology, 61: 489-499, 2012.

17. Sousa, Marcelo V. et al. Homology between the seed cytolysin enterolobin and
bacterial aerolysins. Journal of Protein Chemistry, 13: 659-667, 1994.

18. Macek, P. Polypeptide cytolytic toxins from sea anemones (Actiniaria). FEMS
Microbiology Immunology, 5: 121-129, 1992.

19. Pipkin, M. E.; Lieberman, J. Delivering the kiss of death: progress on understanding
how perforin works. Current Opinion in Immunology, 19: 301-308, 2007.

20. Berne, S.; Lah, L.; Sepci¢, K. Aegerolysins: structure, function, and putative
biological role. Protein Science, 18: 694-706, 2009.

21. Wallace, A. J. et al. E. coli hemolysin E (HIyE, ClyA, SheA): X-ray crystal structure
of the toxin and observation of membrane pores by electron microscopy. Cell, 100: 265-
276, 2000.

22. Li, H. et al. Glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor is required in Aspergillus

fumigatus for morphogenesis and virulence. Molecular Microbiology, 64: 1014-1027,
2007.

Biosaude, Londrina, v. 20, n. 1, 2018



