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RESUMO

A paracoccidioidomicose apresenta um amplo espectro
de manifestacdes clinicas e Paracoccidioides brasiliensis,
seu agente etiologico, pode atingir varios tecidos com
énfase ao pulm&o. A migracdo de fungos patogénicos
através da camada de células endoteliais é considerada
pré-requisito para a invasao de multiplos 6rgdos e sua
disseminacdo. No presente estudo verificou-se a adeséo
de P. brasiliensis as células endoteliais in vitro e se esta
adesdo poderia representar um mecanismo para a
disseminacdo do fungo. Para tanto, além da técnica
convencional de microscopia 6tica, uma outra
metodologia foi desenvolvida, emblocando os corddes
umbilicais em parafina, no intuito de detectar o fungo
presente no material (in vivo). Experimento de migracio
de P. brasiliensis através da monocamada de células
endoteliais também foi realizado, e nos pogos sem células,
amigracdo de células leveduriformes foi maior em menor
periodo de tempo. Os fungos conseguiram passar através
da monocamada, quando comparados com o controle sem
as células, mas com reduc¢do em torno de 30%. Isso
mostra que a monocamada foi parcialmente impediente
para o fungo, mas que este foi capaz de migrar através
dessas células. Em nossos experimentos com estas células,
houve grande dificuldade de se encontrar P. brasiliensis
aderido ao tapete celular nos periodos de tempo
padronizados. Sugere-se com esses resultados que o fungo
atravessa as células endoteliais de uma maneira muito
rapida, que ndo pode ser detectada através do cultivo in
vitro. Portanto, P. brasiliensis teria capacidade de
atravessar rapidamente as células endoteliais e
provavelmente alcancar tecidos mais profundos.
Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, células
endoteliais, migragao.

INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) é micose profunda
causada pelo fungo dimérfico Paracoccidioides brasiliensis,
endémica na América Latina, principalmente no Brasil. A
capacidade de P. brasiliensis causar micose com grande
variedade de manifestagGes clinicas, desde formas
localizadas até doenca disseminada evoluindo para
letalidade, depende provavelmente da relacdo entre a
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viruléncia do fungo, a habilidade deste em interagir com as
estruturas do hospedeiro e invadi-las, e a resposta
imunoldgica deste dltimo.

Com intuito de estudar os passos envolvidos desde o
contato inicial de P. brasiliensis até os eventos que culminam
em sua entrada na célula, nosso grupo tem desenvolvido o
modelo de culturas celulares. P. brasiliensis pode
desenvolver varios fenétipos (crescimento, invasao e
metastase) dependendo da amostra flngica, do hospedeiro
e outros fatores (Lenzi et al., 2000).

A capacidade de aderéncia a moléculas especificas
da superficie celular, confere ao patégeno a habilidade para
selecionar com qual componente do hospedeiro este quer
interagir e, a partir dai, a colonizago do tecido. A interagéo
de adesinas (constituintes do microrganismo) com receptores
celulares, que estdo normalmente envolvidos no contato
célula-célula ou célula-matriz (especialmente integrinas),
podem ser usados pelo patégeno para invadir e existir como
parasita intracelular (Goosney et al., 1999). Outro dado
sugestivo observado diz respeito a perda da capacidade de
aderéncia de isolados ap6s subcultivos. A capacidade de
adesdo e de viruléncia para animais é restaurada quando se
obtém retro-cultivos apds inoculagdo (Brumer et al., 1990;
Kashino et al., 1985; Andreotti et al., 2005) ou a partir de
culturas de células infectadas (dado ndo publicado). A adesédo
epitelial ocorre tipicamente no ponto inicial de contato entre
microrganismo e hospedeiro, enquanto que a endotelial é
quase que uma consequéncia da primeira, ap6s a invasdo
tecidual do parasita ou mesmo inoculacdo intravascular. A
interferéncia na adesao epitelial pode interromper ou abortar
a colonizagdo do microrganismo, enquanto que na endotelial
previne a ocorréncia de disseminacdo tecidual.

Grande nimero de microrganismos patogénicos pode
invadir células eucaridticas e utilizar este ambiente para se
multiplicar ou escapar da resposta imune do hospedeiro.
Fagdcitos profissionais e células normalmente ndo
fagociticas, como epiteliais e endoteliais, podem ser
invadidos (Finlay & Falkow, 1997).

O estabelecimento da infeccdo disseminada pelo
microrganismo e colonizag¢do de érgdos é um processo
complexo que envolve etapas individuais, envolvendo
aderéncia a células endoteliais, migracdo transendotelial e
penetracdo da matriz extracelular (Booyse et al., 1975; Zink
et al., 1996).

Estudos realizados com cultura de células endoteliais
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incubadas com Candida albicans demonstraram a presenga
de leveduras intracitoplasmaticas incluidas em vacuolos e
injuria celular concomitantemente a formacéo de hifas. Este
microrganismo pode induzir a fagocitose em células
endoteliais através da polimerizagdo dos microfilamentos e
microtGbulos do citoesqueleto (Filler et al., 1995; Zink et
al., 1996). Foi sugerido que substancias citotéxicas
secretadas pelas hifas causariam tais danos. A migracao de
C. albicans pelo endotélio tem sido considerada etapa crucial
para a invasdo do parénquima e estabelecimento da infecgdo
sistémica (Zink et al., 1996). Phan et al., (2005) observaram
que apenas a forma filamentosa de C. albicans foi capaz de
invadir células endoteliais in vitro induzindo sua propria
endocitose. Essa endocitose ndo foi induzida por moléculas
presentes no soro e foi parcialmente dependente da presenca
de célcio extracelular. Os autores observaram que a N-
caderina presente nas células endoteliais se liga as formas
filamentosas da levedura e ndo aos blastoconidios,
mostrando que a N-caderina serve como um receptor da
célula endotelial que medeia a endocitose das formas
filamentosas de C. albicans.

A internalizacdo de conidios de fungos oportunistas
como Aspergillus fumigatus em cultura de células endoteliais
estaria também associada com o mecanismo de escape dos
fagocitos assim como uma possibilidade para a disseminagao
(Paris et al., 1997). A participacdo de células epiteliais na
paracoccidioidomicose pode, por outro lado, ser um ponto de
transi¢do do fungo para sua colonizagéo e invaséo tecidual.

Entre os fungos, existem vérias espécies conhecidas
capazes de invadir células de mamiferos in vitro e in vivo,
mas existem poucos estudos descrevendo o processo de
invasdo (Mendes-Giannini et al., 2000; Tsarfaty et al., 2000;
Wasylnka & Moore, 2002; Mendes-Giannini et al., 2004).

Nosso grupo tem proposto o estudo desses
mecanismos em células epiteliais e endoteliais, ja que o
fungo deve transpassar essas barreiras para causar a infecgao
disseminada. Assim, dando continuidade a esta linha de
pesquisa, neste trabalho foi avaliado o comportamento de
P. brasiliensis em monocamadas de células endoteliais,
como o primeiro mecanismo de invasao tecidual.

MATERIAL E METODOS

Microrganismo: Foi empregado o isolado 18 de P.
brasiliensis (Pb) na fase leveduriforme, procedente da
micoteca da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo
Paulo (FCM-USP). Durante a realizagdo deste trabalho, o
isolado foi mantido em meio de Fava Netto em estufa a
35°C e repicado a cada 3-4 dias. Para a recuperagdo da
viruléncia, o isolado foi passado em monocamadas de células
e reisolado em meio de Fava Netto.

Antigeno cell-free de P. brasiliensis: Este antigeno foi
obtido com o isolado 18, na fase leveduriforme. Cerca de
300mg de crescimento com 3-4 dias em meio PYG foram
adicionados em 1mL de tampéao salina-fosfato (PBS), pH
7,4, 0,01M estéril. Esta mistura foi agitada em vortex por
30 segundos e centrifugada a 400 x g por 1 minuto. O
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sobrenadante (antigeno cell-free) foi retirado, aliquotado
e armazenado a -20°C. A concentracdo protéica foi
quantificada pelo método de Lowry et al. (1951) e em
seguida a amostra avaliada por SDS-PAGE.

Soro anti-cell-free de P. brasiliensis: Soro anti-cell-free
de P. brasiliensis, foi produzido a partir do antigeno cell-
free, do isolado 18. Cerca de 0,2, 0,5, 0,7 e 1,0mL do
antigeno (500 pug/mL) foram inoculados intradermicamente
em coelho, intercaladas as inocula¢Bes a cada quatro dias,
sendo que nas duas primeiras a suspensdo foi emulsificada
com adjuvante completo de Freund e nas seguintes com o
adjuvante incompleto de Freund. Decorridos 15 dias da
altima inoculagdo, uma sangria de prova foi realizada e a
avaliacdo do titulo de anticorpos foi feita através da técnica
de imunoblot. Em seguida, foram feitas quatro doses de reforgo
de 1,0 mL cada, em um intervalo de 15 dias de cada aplicagdo.
Nova sangria de prova foi realizada e ap6s 15 dias da Ultima
inoculacdo a sangria total. O anti-soro obtido foi precipitado
com sulfato de aménio, aliquotado e estocado a —70°C.
Cultura de Células Endoteliais: No presente estudo, células
de cultura endotelial - HUVEC foram isoladas a partir da
veia de cordBes umbilicais humanos, segundo Jaffe et al.
(1973), com aprovagéo pelo Comité de Etica.

Os corddes foram coletados ap6s o parto e mantidos
em tampéo PBS (NaCl 1,37 M, Na,HPO, 5 mM, KCL 40
mM, KH,PO,1 mM pH 6,5) suplementado com solugdo de
111mM de glicose e os antibioticos, penicilina 0,05 ug/mL,
estreptomicina 0,05 ug/mL e neomicina 1ug/mL.

Todo o procedimento foi realizado em camara de
fluxo laminar. Apds a assepsia externa do corddo com gaze
estéril, a veia foi lavada com tampédo PBS-glicose, o qual
foi injetado com uma seringa conectada a uma canula para
perfusdo com encaixe Lower-lock estéril. Em seguida,
colagenase tipo IV 0,1% foi inserida no corddo e estes foram
incubados por uma hora a 37°C em solucdo salina. Apds a
incubacgdo, o tampdo PBS rico em glicose, foi injetado na
veia com colagenase obtendo-se a suspensao celular que foi
coletada em um tubo, contendo meio 199 suplementado com
20% de soro fetal bovino (SFB), L-glutamina 2mM e os
antibioticos, penicilina/streptomicina 2,5 Ul/mL e fungisona
2,5 ug/mL. A suspensao foi centrifugada por 10 minutos a
860 x g, o sobrenadante descartado e as células
ressuspendidas em meio 199 suplementado com 20% de
SFB e antibi6ticos. A seguir, as células foram plaqueadas
em garrafas de cultura de 25 cm?, cobertas previamente com
gelatina bovina 1%, na concentragdo de 5,0x10° células por
garrafa. A cultura foi mantida em estufa umidificadaa 37°C,
em atmosfera com 5% de CO,,. O meio de cultura foi trocado
a cada dois dias e, pelo menos uma vez por semana, as
células foram repicadas. No preparo dos subcultivos, o
descolamento do tapete celular foi feito, através de
tripsinizacdo. Para isto, a monocamada celular foi lavada
com 1mL de ATV-solugdo de tripsina 0,2% e EDTA 0,02%
(Adolfo Lutz) e, apds a lavagem, esta foi desprezada e
acrescentado mais 1 mL de ATV. Seguidos 1-2 minutos, as
células foram homogeneizadas com volumes variaveis de
meio 199 acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB). Nesta
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etapa, a tripsina (ATV) foi neutralizada pelo soro fetal
bovino presente no meio de cultura; o volume total da
suspenséo celular foi diluido em meio 199 acrescido de 10%
de soro fetal bovino, e transferido para outras garrafas, de
modo a se obter concentracédo celular de 10° cels /mL.
Teste de infec¢do de P. brasiliensis as células endoteliais:
Os ensaios de infecgdo foram realizados em placas de 24
pogos, contendo no interior uma laminula redonda
(deckglaser) e para os testes, uma suspensdo celular de 3 x
10* cels/mL foi padronizada. Assim, ap0s a tripsinizacao e
homogeneizacéo, 0,2 mL da suspensdo celular, foi diluida
em 1,8 mL de meio de cultivo 199. A contagem das células
foi realizada em hemocitémetro, para que, através de
diluicBes adequadas, a concentragdo desejada fosse ajustada.
Ao término desta etapa, 0,5 mL dessa suspensao de células
foi dispensada em cada orificio da placa e estas incubadas a
36.5°C por 24 horas, até confluéncia da monocamada
celular sobre a laminula, sendo, a partir dai, utilizada para
0s testes de adesdo e invasao.

Preparo e padronizacéo do indculo de P. brasiliensis: P.
brasiliensis (Pb 18) foi cultivado em meio PYG (Peptona-
Extrato de levedura-Glicose) durante trés dias, a 35°C.
Quantidade suficiente do fungo foi adicionada a um volume
de 10 mL de PBS estéril, para obtencéo de suspensao turva,
homogénea, correspondente a 1x10° cels/mL, de acordo
com a escala de McFarland e ajustada também através de
leitura em espectrofotdmetro (D.O.ssonm = 0.5).

Apos a formacdo do tapete celular sobre as laminulas
contidas na placa de 24 orificios, por aproximadamente 24h,
o sobrenadante da cultura foi desprezado e as células lavadas
por trés vezes com um mL cada de PBS 0,05 M, pH 7,2 estéril.
Em seguida, cada poco foi inoculado com 300 L da suspensdo
padronizada de P. brasiliensis em PBS acrescida de 300 pL
de meio de cultivo. A seguir, as células infectadas foram
incubadas em estufa a 36,5°C, em diferentes periodos de tempo.
Periodos de infecgcdo: As células foram submetidas a
infecgdo nos periodos de 5, 10, 20 e 30 minutos, bem como
1, 2, 3, 5, 8 e 24 horas. Em todos os testes foram feitos
controles de células ndo infectadas.

Apbs o periodo de infec¢do, as células foram lavadas
cinco vezes com PBS 0.05 M pH 7,2, eliminando-se, desta
forma, células fungicas ndo aderentes as culturas celulares.
As células infectadas foram fixadas com paraformaldeido a
4% por um periodo de duas horas a temperatura ambiente.

Apos o tempo de fixacdo das células, as laminulas
foram lavadas cinco vezes com PBS 0.05 M, pH 7,2, secas
a temperatura ambiente e coradas pelo lactofenol azul
algoddo.

Avaliacao do processo de adesdo e invasao: Apds obtencao
das células endoteliais dos cordBes umbilicais e infeccéo da
monocamada com P. brasiliensis, vérias técnicas foram
realizadas no intuito de detectar o parasitismo do fungo. As
laminulas, infectadas nos diferentes periodos de tempo,
foram coradas com lactofenol azul algoddo e analisadas
através de microscopia 6tica comum. Também foi realizada
técnica de imunoperoxidade in situ nessas laminulas,
utilizando anticorpo especifico (anti-cell-free de P.

brasiliensis) para facilitar a marcagdo do fungo no tapete
celular.

Devido a grande dificuldade de se encontrar o fungo
nas células endoteliais em monocamada, outra metodologia
foi desenvolvida, na qual infeccéo de P. brasiliensis foi feita
diretamente nos corddes umbilicais por diferentes periodos
de tempo, e estes incluidos em parafina para a obtencéo de
cortes do material, como descrito a seguir.

Infecclo dos cord@es umbilicais com P. brasiliensis: Os
corddes foram obtidos e preparados adequadamente antes
da infecgdo para a retirada do excesso de sangue. Em
condicBes de assepsia, os corddes foram limpos com gaze
estéril por dentro e por fora, e em seguida passado no seu
interior 40 mL do tampdo corddo (PBS + glicose +
antibioticos). As duas extremidades dos corddes foram
cortadas e um dos lados canulados. Foi preparada uma
suspensao de P. brasiliensis (Pb 18) em PBS estéril
correspondente a escala trés de Mc Farland, e adicionada
até preencher todo o volume dos cordfes umbilicais. A outra
extremidade foi canulada e os cord@es incubados a 37°C
em banho-maria por periodos de trés e cinco horas. Ap6s
esses periodos os corddes foram lavados com PBS (3 vezes)
e fixados em paraformaldeido 4% durante 24 horas.
Inclusdo, microtomia e desparafinizacdo: Os corddes
fixados foram devidamente desidratados em bateria de
alcoois para posterior inclusdo em parafina. Cortes
histoldgicos de trés e cinco um foram realizados, colocados
sobre [&minas e submetidos a desparafinizacdo. As laminas
foram deixadas em &gua até o momento de corar para nao
desidratar os cortes. Os cortes foram submetidos a coloracéo
pelo H.E. (Hematoxilina-eosina) e May Grunwald-Giemsa
e observados em microscopia ética comum.

Reacdo de imunoperoxidase in situ: Os cortes
primeiramente sofreram digestao enziméatica com proteinase
K (25 ug/mL) em Tris-HCI 0,05 M e cloreto de célcio 20
mM, pH 8,0 por trés minutos a 37°C no escuro. As laminas
foram colocadas em PBS e em seguida incubadas com soro
normal de coelho (diluido a 1:40 em PBS) por uma hora a
37°C em cémara Umida, para o bloqueio de reacgdes
inespecificas. As laminas foram lavadas em PBS por trés
vezes sob agitacdo. Na etapa seguinte, incubacdo foi feita
com o anticorpo primario anti cell-free de P. brasiliensis
18, diluido 1:100 em PBS e BSA 1% por uma hora.

As laminas foram submetidas a trés lavagens
sucessivas de cinco minutos cada em PBS sob agitacéo e
posterior incubacdo com o anticorpo monoclonal anti 1gG
de coelho biotinilado diluido 1:200, em tampéo PBS, por
uma hora em camara Umida a 37°C. Ao término do perido
de incubacéo, as laminas foram lavadas novamente por trés
vezes de cinco minutos cada em PBS e subsequente
incubacdo com o complexo Streptavidina-Biotina-
Peroxidase (DAKO) a 2 ug/mL em PBS, em cdmara imida
a 37°C por 30 minutos. Novas lavagens foram feitas em
PBS e em seguida as laminas foram submetidas a revelagdo
com diaminobenzidina (DAB) 0,005g em 30 mL de PBS e
150 pL de perdxido de hidrogénio (H,0,) até a observagéo
de uma leve tonalidade castanha. A reacdo foi bloqueada,
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usando agua, e em seguida, as laminas foram contra coradas
com Hematoxilina de Mayer por um minuto, passando
posteriormente em agua amoniacal por cinco segundos e
depois algumas vezes em agua de torneira. As laminas foram
secas, desidratadas, clarificadas em bateria de alcoois e xilol
montadas em permount (SIGMA), observadas em microscépio
e documentadas. Os controles negativos foram feitos
substituindo os anticorpos primarios por tampéo fosfato.
Ensaio de migracdo de P. brasiliensis através da
monocamada de células endoteliais : Amigragdo de fungos
patogénicos através da camada de células endoteliais é
considerada pré-requisito para a invasao de multiplos orgaos
e disseminagdo das doengas. Neste estudo, foi utilizado
sistema experimental (Zink et al., 1996), no qual a
monocamada confluente das células endoteliais (HUVEC)
foi crescida, utilizando-se placas de 24 orificios com filtros
de policarbonatos inseridos. Poros de 8,0 um foram
utilizados, que permitem a passagem do fungo e impedem
a passagem das células, promovendo entdo a formacéo da
monocamada confluente de células endoteliais. Esses poros
separavam o compartimento luminal do subluminal, onde
estava contido o meio de cultivo 199. No ensaio, as células
foram plaqueadas em concentragdo de 8,0 x 10* cel/ml em
meio 199. Em seguida, foram incubadas a 37°C até a
confluéncia por 24 horas. O compartimento subluminal foi
inoculado com 1,5 mL da suspensdo padronizada de P.
brasiliensis contendo 2,0 x 10° cel/mL e incubados a 37°C
em diferentes periodos (30 minutos, 1, 3, 5, 8, 24 e 48 horas).
Ao final de cada periodo de incubagdo, o meio abluminal
foi recolhido e plaqueado em meio PYG acrescido de 4%
de soro fetal bovino (SFB) para contagem das unidades
formadoras de colbnias (UFC) de P. brasiliensis caso
estivesse presente. O aparecimento de células leveduriformes
no compartimento subluminal foi monitorado pela contagem
de células viaveis no meio de cultura. Como controle positivo
de crescimento, a quantidade de fungos adicionada em cada
poco no inicio do experimento, foi plaqueada e contado o
nimero de UFCs. Os pogos sem a monocamada de células
endoteliais foram utilizados como controle negativo.

RESULTADOS

A obtencdo das células endoteliais foi realizada sem
muita dificuldade, apenas algumas vezes foi dificil conseguir
numero de corddes suficientes para se obter boa quantidade
de células para os experimentos. Outra dificuldade encontrada
foi no tempo de manutencdo dessa linhagem que era muito
curto, possibilitando repiques por duas vezes apenas, sem que
0 tapete se mostrasse morfologicamente alterado.

Ensaio de adesao e invasdo de P. brasiliensis as células
endoteliais

A Figura 1A mostra o tapete de células HUVEC néo
infectado com P. brasiliensis, corado pelo lactofenol azul
algoddo para visualizagdo da morfologia das células
endoteliais.

Quantidade muito pequena de células de P.
brasiliensis aderiram ao tapete de células endoteliais. Em
relagdo ao processo de invasao também houve grande
dificuldade de se encontrar P. brasiliensis no tapete celular
nos periodos de tempo padronizados. Ensaios de adesdo,
em periodos que variaram de cinco minutos até 24 horas,
foram feitos adicionalmente, para se ter certeza do tempo
necessario para que a adesdo ocorresse. Mesmo assim,
poucas células flngicas foram encontradas (Figura 1 B) e
na maioria das vezes, apenas a presen¢a de um orificio
parecendo ser o local de passagem do fungo. Talvez, P.
brasiliensis transpasse a barreira endotelial muito
rapidamente dificultando sua detec¢do em modelos in vitro.

Reacdo de imunoperoxidase in situ

Devido a grande dificuldade, de se observar o fungo
no tapete celular, foi desenvolvida a metodologia de
imunoperoxidase in situ, utilizando o soro anti cell-free,
especifico para P. brasiliensis. Poucos fungos foram observados
no tapete celular e quando ocorria marcagdo, esta foi apenas
no local, onde provavelmente o fungo havia passado e deixado
seus antigenos superficiais (Figuras 2 A e B).

A

B

Figura 1 - Tapete de células endoteliais (HUVEC) corado pelo lactofenol azul algodédo. A: células
ndo infectadas apds 24 horas de cultivo; B: infeccdo com P. brasiliensis ap6s 5 horas. A seta
mostra P. brasiliensis aderido a célula endotelial. Aumento de 1000x.
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A

B

Figura 2 - Reacdo de imunoperoxidase in situ de P. brasiliensis, (Pb 18) e células HUVEC, ap6s
3 horas de infec¢do, mostrando a marcacdo de seus antigenos, quando revelado pelo soro anti
cell-free. A setas mostram P. brasiliensis aderido a célula endotelial. Aumento de 1000x.

Cortes histolégicos dos corddes umbilicais incluidos em
parafina

A infeccdo nos corddes umbilicais foi desenvolvida
para verificar a interacdo de P. brasiliensis com as células
endoteliais. Ap6s a infecgdo com P. brasiliensis durante
cinco horas, cortes histoldgicos foram realizados, ndo sendo
possivel a observacdo do fungo. Entretanto, foi possivel
localizar o fungo em alguns locais do corte histol6gico, apds
a revelacdo pela técnica de imunoperoxidase in situ com
anticorpo especifico anti cell-free de P. brasiliensis, como
mostrado na Figura 3.

Migracéo de P. brasiliensis através da monocamada de
células endoteliais

Este experimento foi realizado utilizando pogos com
e sem a monocamada de células endoteliais. Nos pogos sem
as células, a migragdo foi maior, ou seja, houve maior
nimero de fungos crescidos no meio de cultivo (UFC)
recolhido do lado subluminal da placa, nos diferentes
periodos de tempo (Figura 4).

Figura 3 - Imunoperoxidase in situ dos cord@es umbilicais
infectados com P. brasiliensis por 5 horas. A seta mostra
P. brasiliensis. Aumento de 1000x.
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Figura 4 - Gréafico mostrando a migracéo de P. brasiliensis
atraves da monocamada de células endoteliais, em UFCs
e em funcéo do tempo de incubacao.

Em nenhum dos experimentos e periodos de tempo
houve tanto crescimento como no controle positivo. AFigura
4 apresenta os valores obtidos, mostrando que mesmo com
a monocamada presente nos pocos, houve migracdo dos
fungos para o compartimento subluminal, mas em
quantidades menores. A redugdo foi variavel no decorrer
do tempo, ficando estavel apos 24 horas. Assim, a
monocamada ndo foi impediente para o fungo, apenas
retardou o processo, sendo este capaz de migrar através
dessas células. Estes resultados corroboram os obtidos
anteriormente neste estudo, pois a migracéo do fungo pela
monocamada endotelial foi aumentando de maneira
proporcional ao tempo de infecgéo.

DISCUSSAO

P. brasiliensis, como outros patdgenos (Sebghati et
al., 2000), é capaz de penetrar mucosas, principalmente
dos pulmdes, alcancando o interior de células eucaridticas,
ou invadindo tecidos para posterior colonizacdo e
crescimento (Franco etal., 1989; Lenzi et al., 2000). Estudos
anteriores demonstraram que células leveduriformes de P.
brasiliensis tém a capacidade de aderir e invadir células
epiteliais in vivo e in vitro (Mendes-Giannini et al., 1994;
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Mendes-Giannini et al., 2000; Tuder et al., 1985) e esse
fendmeno de adesdo foi variavel, dependendo do isolado
(Hanna et al., 2000).

A adesdo de células de P. brasiliensis aos tecidos do
hospedeiro deve ser um dos passos cruciais no
estabelecimento da paracoccidioidomicose. Entretanto,
pouco é conhecido como este mecanismo ocorre in vivo. A
habilidade do fungo em aderir as células epiteliais pode
representar um mecanismo, no qual o fungo evitaria 0 muco
que recobre os ductos respiratorios e 0 movimento das
células ciliares, tendo entdo papel na patogénese. Por outro
lado, o arsenal microbicida da célula epitelial é relativamente
fraco, quando comparado com macrdfagos e outros fagdcitos,
assim o fungo internalizado poderia continuar viavel no
citoplasma, funcionando como um mecanismo de escape.
Durante o desenvolvimento de infecgdes fungicas sistémicas,
¢ de extrema importancia que os patdgenos sejam capazes
de romper barreiras impostas pelo hospedeiro, constituidas
por células epiteliais, endoteliais e suas laminas basais. Para
transpassar essas barreiras, muitos microrganismos
patogénicos, incluindo fungos, possuem habilidade de aderir
a esses substratos.

Nesse trabalho, foi investigada a adesdo de P.
brasiliensis as células endoteliais in vitro, pressupondo a
existéncia de um segundo mecanismo que o fungo possuiria,
antes de se disseminar via corrente sanguinea. Dados da
literatura j& haviam demonstrado que células endoteliais,
embora nao sejam fagocitos profissionais, possuem
similaridade com macréfagos. Com estimulo apropriado,
estas células sdo capazes de expressar antigenos de
histocompatibilidade de classe Il (Ryan, 1988), e produzir
moléculas reativas do oxigénio (Matsubara & Zif, 1989;
Rosen & Freeman, 1989). As células endoteliais também
produzem Oxido nitrico, a principal molécula citotéxica de
macréfagos murinos, contra uma variedade de
microrganismos (Oswald et al., 1994). Contudo, essas
células ndo sdo tao eficientes em matar o microrganismo
uma vez que este se encontra em seu interior.

Em nossos experimentos com células endoteliais,
houve grande dificuldade de se encontrar P. brasiliensis
aderido ao tapete celular, nos periodos de tempo
padronizados. Experimentos adicionais foram utilizados
para 0s ensaios de adesdo, mesmo assim, poucas células
fangicas foram encontradas e na maioria das vezes, foi
verificada a presenca de um orificio, parecendo ser o local
de passagem do fungo. Em fun¢do da grande dificuldade
de se observar o fungo no tapete celular, foi desenvolvido
no presente estudo o teste de imunoperoxidase in situ, com
soro anti cell-free de P. brasiliensis. Mesmo com esta
metodologia, poucos fungos foram observados no tapete
celular e quando ocorria marcacao pelo anticorpo, esta era
apenas no local, onde provavelmente o fungo havia passado
e deixado seus antigenos superficiais. Sugere-se com esses
resultados que o fungo poderia atravessar as células de uma
maneira muito rapida, ndo sendo possivel detectar através
do cultivo celular. Para detectar com maior facilidade o
fungo presente no tecido, foi desenvolvida uma outra
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metodologia, incluindo os corddes umbilicais em parafina,
mas mesmo assim a visualizagdo deste foi muito dificil.
Por outro lado, a internalizagdo de A. fumigatus em células
endoteliais tem sido associada com 0 mecanismo de escape
de fagocitos, bem como a possibilidade de disseminacédo
(Paris et al., 1997). Lopes-Bezerra & Filler (2004)
investigaram a interacéo de conidios e hifas de A. fumigatus
com células endoteliais in vitro e encontraram que ambas
as formas do fungo induziram o rearranjo de
microfilamentos e subsequente endocitose, sugerindo que a
angioinvasdo e trombose deve ser em parte devido a invaséo
endotelial.

A migracéo de fungos patogénicos através da camada
de células endoteliais é considerada pré-requisito para a
invasdo de multiplos 6rgdos e sua disseminagdo (Fratti et
al., 1998). Para verificarmos se P.brasiliensis teria esta
capacidade, foi padronizado experimento de migracdo de
P. brasiliensis através da monocamada de células endoteliais.
Nossos resultados mostraram que nos pogos sem as células
endoteliais, a migracéo de P. brasiliensis foi maior (100%),
ou seja, houve maior nimero de células leveduriformes
(UFC) no lado subluminal, nos tempos iniciais, e semelhante
em cinco horas quando comparado ao pogo com células. A
partir deste ponto, o fungo cresceu exponencialmente,
mantendo uma diferenca de aproximadamente 30% entre
as UFCs. Estes resultados sugerem que P. brasiliensis teria
capacidade de atravessar as células endoteliais e
provavelmente invadir vasos sanguineos. Alguns fungos
passam através da monocamada de células endoteliais, mas
provavelmente tornam-se invidveis, ndo conseguindo crescer
no meio de cultivo, quando passaram para o lado subluminal
(Zink et al., 1996).

Assim, com o presente estudo o conhecimento da
interacdo fungo-célula hospedeira, podera servir para a
melhor compreensdo dos mecanismos de patogenicidade e
futuramente no desenvolvimento de novas estratégias para
conter a infecgéo fungica.
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ABSTRACT

Interaction of Paracoccidioides brasiliensis with
endothelial cells

Paracoccidioidomycosis has a variety of clinical
manifestations and Paracoccidioides brasiliensis, the
causative agent, may infect many tissues, most
importantly the lungs. Migration of pathogenic yeasts
to the endothelial cell layer is considered a prerequisite
for multiple organ invasion and dissemination of the
fungus. In this study of the adhesion of P. brasiliensis to
endothelial cells in vitro, we investigated whether this
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adhesion could represent a mechanism of dissemination.
To this end, as well as using conventional optical
microscopy, an alternative in vivo technique was
developed, to detect the presence of fungal cells in
umbilical cords embedded in paraffin wax. An
experiment on the migration of P. brasiliensis through
an endothelial cell monolayer was carried out, and the
migration of yeast cells was greater, and took less time,
in control wells with no cells. The fungus crossed the
monolayer, but, compared to control wells, the migration-
rate was about 30% lower. This shows that the monolayer
only partially blocked migration of the fungus. In these
experiments, we had great difficulty finding P.
brasiliensis adhered to the cell monolayer, when it was
examined at different times, suggesting that migration
of the fungus across the endothelial layer is very fast,
and cannot normally be observed in cell culture in vitro.
Thus, P. brasiliensis can cross the endothelium rapidly
and probably invades deeper tissue.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, endothelial cells,
migration.
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