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ATENUACAO DA FORMA _ LEVEDURIFORME DO PARACOCCIDIOIDES
BRASILIENSIS POR IRRADIACAO GAMA

Marina Cortez Demicheli
Resumo
O Paracoccidioides brasiliensis ¢ o agente causador da paracoccidioidomicose, a micose
sistémica mais prevalente na América Latina. Este trabalho teve como objetivo atenuar a forma
leveduriforme do P. brasiliensis por irradiacdo gama para estudos posteriores na pesquisa de
vacina. Atualmente ndo h& nenhuma vacina eficaz. As culturas do P.brasiliensis (cepa Pb-18)
foram irradiadas com doses entre 0,5 e 8,0kGy. Depois de cada dose os fungos foram
plaqueados e apds 10 dias as unidades formadoras de colénias (UFC) contadas. A viabilidade
das células irradiadas foi avaliada utilizando-se os corantes verde Janus e azul de metileno. A
sintese de proteina foi analisada pela incorporacéo *S- Metionina. A comparagéo entre o perfil
antigénico das leveduras controle e irradiadas foi feita através do Western blot e a atenuacgéo da
viruléncia foi analisada através da inoculacdo dessas leveduras em camundongos Cs;BI/J6 and
Balb/c. Mudancas morfologicas nas leveduras irradiadas foram avaliadas por microscopia
eletrénica (transmissao e varredura), e a integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em
gel de agarose. Na dose de 6,5kGy as leveduras perderam a capacidade reprodutiva. A
viabilidade e a incorporacéo de **S- Metionina foi similar nos controles e nas células irradiadas
com 6,5kGy, mas nesta dose as leveduras secretaram 40% menos proteina. O DNA apresentou-
se degradado e esse dano néo foi reparado O perfil do Western blot das leveduras controle, foi
idéntico aos das leveduras irradiadas com 6,5kGy. Nenhuma UFC foi recuperada dos tecidos
dos camundongos infectados com a levedura radioatenuada. A microscopia eletronica de
transmissdo mostrou significativas alteragdes no nucleo das células irradiadas. A microscopia

eletronica de varredura mostrou que duas horas apos a irradiacdo as celulas apresentavam-se



colapsadas e com dobras profundas na superficie das células, entretanto esses danos foram
reversiveis. Concluiu-se que para as células leveduriformes do P. brasiliensis foi possivel
encontrar uma dose na qual o patdgeno perdeu sua capacidade reprodutiva e viruléncia,

enquanto reteve sua viabilidade, atividade metabolica e perfil antigénico.

Palavras - chave:

Paracoccidioides brasiliensis; irradiacdo gama; atenuacao; vacina.



ATTENUATION OF YEAST FORM OF PARACCOCIDIOIDES BRASILIENSIS BY

GAMMA IRRADIATION

Marina Cortez Demicheli

ABSTRACT

Paracoccidioides brasiliensis is the agent of paracoccidioidomycosis, the most prevalent
mycosis in Latin America, and currently there is no effective vaccine. The aim of this work was
to attenuate the yeast form of P. brasiliensis by gamma irradiation for further studies on vaccine
research. P. brasiliensis (strain Pb-18) cultures were irradiated at doses between 0.5 and
8.0kGy. After each dose the fungal cells were plated and after 10 days the colony forming units
(CFU) counted. The viability of the irradiated cells was measured using the dyes Janus green
and methylene blue, and protein synthesis by incorporation of L *S methionine. The
comparison between the antigenic profile of irradiated and control yeast was made by Western
blot and the virulence evaluated by the inoculation in Cs;BI/J6 and Balb/c mice. Morphological
changes in irradiated yeast were evaluated by electronic microscopy and DNA integrity by
electrophoresis in agarose gel. At 6.5kGy the yeast lost the reproductive capacity. The viability
and the incorporation of L-**S methionine were the same in control and up to 6.5kGy irradiated
cells, but 6.5kGy irradiated yeast secreted 40% less proteins. The Western blot profile was
clearly similar in control and 6.5kGy irradiated yeast. No CFU could be recovered from the
tissues of the mice infected with the radioattenuated yeast. At the dose of 6.5kGy the DNA was
degraded and this damage was not repaired. The transmission electronic microscopy showed
significant alterations in the nucleus of the irradiated cells. The scanning electronic microscopy
showed that two hours after the irradiation the cells were collapsed or presented deep folds in

the surface, however these injury were reversible. We concluded that for P. brasiliensis yeast
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cells it was possible to find a dose in which the pathogen loses its reproductive ability and

virulence, while retaining its viability, metabolic activity and the antigenic profile.

Key words

Paracoccidioides brasiliensis; gamma irradiation; attenuation; vaccine.
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Capitulo I - Introducdo

I-1 - Evolucdo dos conhecimentos sobre a Paracoccidioidomicose

Um pouco da sua histéria

A paracoccidioidomicose é uma micose profunda provocada pelo fungo termo-dimoérfico

Paracoccidioides brasiliensis.

A expressdo paracoccidioidomicose foi consagrada em 1971, em Medellin (Colémbia),
mas ja era utilizada por Jordan (1942). Véarios pesquisadores brasileiros, como Del Negro et al..

(1954) e Aguiar Pupo (1965), j& haviam, igualmente, usado tal designacé&o.

A paracoccidioidomicose (PCM) foi descoberta em 1908, na cidade de S&o Paulo, por
Adolpho Lutz, que descreveu os aspectos clinicos e patoldgicos das lesdes mucocutaneas de dois
pacientes internados na Santa Casa de Misericordia. Descreveu a morfologia peculiar do fungo
observado no material das lesdes, isolou o agente em cultivo puro, inoculou cobaias com a
amostra obtida e assinalou a natureza dimorfica do fungo. Descoberta a doenca, iniciou-se uma
fase na qual iriam predominar os registros de casos para o0 estudo de suas principais

caracteristicas.

Ainda em Sé&o Paulo, Alfonso Splendore comeca, também, a estudar a doenca, cultivando
seu agente etioldgico, enquadrando-o em um género ja conhecido em Micologia — Zymonema,
chamando a espécie de Zymonema brasiliense. Entre 1909 e 1912, esse microbiologista e
patologista cuidou, de modo minucioso, da paracoccidioidomicose, tanto do ponto de vista

clinico, quanto do experimental.

A partir de 1930, é crescente a literatura pertinente & doenca, com importantes e
significativos eventos. Aprofunda-se o estudo da parte experimental e imunoldgica; gracas aos
avancos da imunologia contemporanea; aparecem drogas para 0 tratamento da
paracoccidioidomicose. O agente etiolégico, revelando-se como fungo dimérfico, passa a ser

19



Capitulo I - Introducdo

estudado por microscopia eletronica; pesquisas citoquimicas e outras técnicas, que evidenciaram
sua estrutura antigénica e mostraram sua complexidade. Alguns aspectos da epidemiologia e da

etiopatogenia passam a ser conhecidos.

A histoquimica aprimorou-se e novos processos de coloracdo passaram a ser utilizados
para melhor detectar o fungo nas lesdes. Estabeleceram-se, em animais de laborat6rio, modelos
experimentais da infeccdo paracoccidioidica, correlacionando tipo de lesdo histopatoldgica com

imunidade humoral e celular.

A infeccdo experimental foi obtida, inicialmente, por Montenegro (1927), em cobaias

inoculadas por via testicular.

A paracoccidioidomicose infecgdo foi detectada por Mackinnon (1953). Dai em diante,
inquéritos imuno-alérgicos passaram a ser realizados em diversas partes do Brasil e no exterior,

com tipos diferentes de antigenos, dificultando a interpretacdo dos resultados.

I-2 - Paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma infeccdo granulomatosa cronica e sistémica,
causada pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis (ALMEIDA, 1930). A distribuicdo geografica
da paracoccidioidomicose é limitada a América Latina, onde ocorre desde 0 México (23°N) até a
Argentina (34°S) (BRUMMER et al., 1993). Entretanto, a doenca ndo ocorre em todos 0s paises

situados dentro desses limites.

A PCM é considerada a mais importante micose sisttmica da América Latina. As areas
endémicas situam-se em regides de florestas tropicais ou subtropicais com temperaturas médias
entre 14-20°C, precipitacbes entre 800 a 2.000mm/ano e umidade relativamente alta

(LONTERO; MELO, 1998).

20



Capitulo I - Introducdo

O Brasil apresenta a maior incidéncia da doenca e é responsavel por 80% dos casos ja
reportados mundialmente, seguido da Colémbia, Venezuela e Guatemala (LACAZ, 1982). E a
oitava endemia mais frequente no pais, podendo ser encontrada em quase todos os estados
(BARBOSA, W; DAHER, R.R, 1991). As regifes mais acometidas sdo o Sudeste, o Centro-

Oeste e 0 Sul (BLOTTA et al., 1999).

Uma estimativa feita por Restrepo (2001), mostra que, em uma regido endémica, na qual
vivem 90 milhdes de pessoas, por volta de 10 milhdes poderiam estar infectadas (BORGES -

WALMSLEY, 2002).

Individuos que exercem atividades agricolas constituem a maioria dos pacientes com a
micose ativa, mas a infeccdo, que era praticamente rural, vem atingindo zonas urbanas, atacando
todas as profissdes, mesmo em individuos que nunca sairam dos grandes centros (LACAZ, 1982;
BRUMMER et al., 1993). Pode acometer individuos de todas as faixas etarias (LACAZ, 1991),
mas as formas progressivas da doenga ocorrem, mais freqlientemente, em adultos entre 30 e 50

anos (HAMDAN; ROCHA, 1987; LONTERO; MELO, 1998).

A porta de entrada mais freqiente do fungo é o trato respiratorio superior, através da
inalacdo dos conidios, sendo os pulmdes e as vias aéreas superiores 0s primeiros locais
acometidos. A partir dai, pode haver disseminacdo do fungo para outros locais, tanto por via

hematogénica quanto linfatica (VERONESI, 1997).

Qualquer 6rgédo do corpo pode ser acometido; porém, as manifestacfes mais importantes
sdo observadas nos pulmdes, linfonodos, supra-renais, 0ssos, tubo digestivo e sistema nervoso

(COSTA, 2005).
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Capitulo I - Introducdo

Na maioria dos individuos, os mecanismos naturais de defesa podem eliminar o agente ou
estabelecer um equilibrio entre o hospedeiro e o agente. Neste Ultimo caso, o fungo pode
permanecer no foco primério vidvel na forma latente. Entretanto, em uma minoria dos casos, a

doenca progride a partir do foco pulmonar (MARQUES, 1995).

Um estudo sobre a mortalidade por paracoccidioidomicose no Brasil, realizado por
Coutinho (2002) entre os anos 1980 e 1995, mostrou que, nesse periodo, essa micose apresentou

a mais elevada taxa de mortalidade entre as micoses sistémicas.

Segundo Coutinho (2002), a taxa de mortalidade média anual foi de 1,45/milhdo de
habitantes e a distribuicdo espacial ndo foi homogénea entre as diferentes regides e estados. A

doenca prevaleceu como endemia nas areas nao metropolitanas.

A taxa de mortalidade predominou em individuos do sexo masculino, com 84,75% dos
Obitos e na proporcao de 5:1. A faixa etaria entre 30 e 59 anos foi a mais atingida, seguida de
individuos com 60 anos ou mais. E uma doenca rara em pediatria, sendo descritos
aproximadamente 5% dos casos nessa faixa etaria (CASTRO; DEL NEGRO, 1976; FARHAT et

al., 1986).

O estudo mostrou que a taxa de mortalidade pode ser considerada como indicador para

definir a doenga como importante agravo de sadde no Brasil (COUTINHO et al.., 2002).

As doencas que possuem taxa de mortalidade maior que da paracoccidioidomicose
(1,45/milh&o de habitantes) sdo: doenga de Chagas (42,39), tuberculose (42,39), AIDS (31,23),
malaria (5,53), esquistossomose (4,77), sifilis (1,84) e hanseniase (1,81). As taxas de mortalidade
por milhdo de habitantes de outras micoses sistémicas durante o mesmo periodo foram:

cryptococcosis (0,33); pneumocystosis (0,13) e histoplasmosis (0,04) (COUTINHO et al., 2002).
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Capitulo I - Introducdo

Permanecem, até 0 momento, varios problemas a serem solucionados, tais como 0 micro
habitat exato do P. brasiliensis, 0 modo de viver saprofitico na natureza e a relagdo do fungo com

0 seu ambiente (RESTREPO, 1985).

Essas questBes sdo importantes e, até que elas se esclarecam, a prevencdo da

paracoccidioidomicose continuara sendo uma tarefa dificil.

Por ndo ser de notificagdo compulsoria, a prevaléncia e incidéncia reais da doenca sao
desconhecidas, assim como suas formas latentes (LACAZ, 1982) e os dados disponiveis se

baseiam em publica¢des independentes (HAMDAN; ROCHA, 1987).

Sua importancia em saude coletiva relaciona-se a custos sociais e econdmicos derivados,
ndo apenas da doenca em atividade, que ocorre em individuos na sua fase mais produtiva de vida,
mas também das freqlientes sequielas secundarias a essa micose, motivo comum da incapacitacdo
para o trabalho. De forma geral, a histéria natural dessa doenca sem intervencao terapéutica

especifica evolui para o 6bito.

E relatada maior prevaléncia no sexo masculino, sendo sugerida uma protecdo das
mulheres a doenca relacionada ao estrégeno, que inibe a transformacéo do micélio em levedura
(MARTINEZ, 1997). Esse fato é, entretanto, questionado por alguns autores (ANDRADE, 1983)
que acreditam que um fator ocupacional de exposi¢cdo ao fungo seja responsavel por essa
diferenca do acometimento entre os sexos. E importante notar, entretanto, que na primeira década
de vida, quando ndo ha maturidade sexual, tanto a infeccdo quanto a doenga ocorrem em ambos
0s sexos e ndo se observa diferenca significativa entre os membros nessa faixa etaria quanto a

reacdo a paracoccioidina (HAMDAN; ROCHA, 1987).
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I-3 - Paracoccidioides brasiliensis

O P. brasiliensis é o agente etioldgico da Paracoccidioidomicose. E um fungo termo-
dimorfico que passa por mudanca complexas in vivo. O fungo apresenta-se filamentoso (micelio)
quando cultivado a temperatura ambiente ou a 25°C, e leveduriforme quando cultivado a 35-37°C

ou em parasitismo. A transformacédo de uma fase para outra é reversivel.

A forma micelial do fungo apresenta-se no meio ambiente como conidios de diferentes

tipos (intercalares, septadas, pedunculares e terminais).

Os conidios sdo uninucleados, mas, quando incubados a 37°C, transformam-se em
leveduras, resultando em células multinucleadas. O pequeno tamanho dos conidios (3,5 a 5,0um)

é compativel com a disposicéo alveolar.

A forma infectante (micelial), apresenta-se em forma de conidio, que se reproduz por
formacdo de vesiculas (DUARTE et al., 1997). No homem, o fungo apresenta-se na forma de
células arredondadas (leveduriforme), com ou sem gemulagdo, podendo atingir 1 a 3 micrémetros

(BAZAN et al., 1991).

As colbnias da fase leveduriforme sdo compostas por células de tamanho variado,
geralmente ovaladas. A forma mais caracteristica dessas células possui multiplos brotamentos ao
redor de uma célula mae, sendo esse aspecto conhecido como roda de leme, 0 que permite a
identificacdo do fungo em culturas ou amostras clinicas (lavado bronco-alveolar e secrecdo

ganglionar) (BRUMMER et al., 1993; REIS; COLOMBO, 1999).

A infeccdo tem inicio com a penetracdo do conidio pelos pulmdes, por inalagdo, causando
a infeccdo primaria, geralmente assintomatica, embora alguns pacientes manifestem sinais e

sintomas clinicos. Eventualmente, a infeccdo primaria pode ocorrer pela penetracdo do conidio
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através de lesdes na pele ou mucosas. A infeccdo atinge o sistema monocitico-fagocitario, por via
hematogénica ou linfatica, e se espalha, estabelecendo-se a fase de laténcia. Essa fase pode variar
de um curto espaco de tempo a décadas, até o fungo se tornar invasivo e provocar a doenca

(BAZAN et al., 1991).

A doenca sé poderd aparecer, agora na sua forma crbnica, por reativacdo de focos
quiescentes, onde permanecem fungos viaveis, com propagacdo para outros 6rgaos. Os fatores
envolvidos na reativacdo do foco residual ou quiescente ainda ndo foram plenamente

estabelecidos.

Os conidios ou particulas infectantes tém tamanho diminuto e atingem facilmente os
alvéolos pulmonares em 12 horas, quando ocorre sua transformacdo em leveduras que passam a
se multiplicar por brotamento multiplo. A partir do pulméo acontece a disseminacdo, que pode
ser linfatica ou hematogénica e, na dependéncia da imunidade do hospedeiro, vai ou ndo
desenvolver a doenca. Estima-se que 10% da populacéo brasileira tenha contato com o fungo,
mas apenas uma minoria ird desenvolver a doenca (BRUMMER et al.., 1993; REIS;

COLOMBO, 1999).

O P. brasiliensis afeta 0 pulmé&o, a lingua, a mucosa da nasofaringe e da orofaringe, a
pele, os nodulos linfaticos, o figado, o baco, o rim, as glandulas adrenais e até 0sso e olhos
(CAMPOS et al., 1996). Na fase cronica, o fungo pode atingir o sistema nervoso (BAZAN et al.,

1991).

O homem era tido como o Unico hospedeiro do P. brasiliensis, até o recente
reconhecimento de tatus (Dasypus novemcitus), naturalmente infectados em regides endémicas
para essa micose (LACAZ, 1991). A relevéncia desse achado na epidemiologia da PCM ainda

néo foi completamente elucidada.
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Ainda hoje se desconhece o habitat natural desse fungo. Contudo, os dados
epidemioldgicos indicam que 0 mesmo estd presente na natureza (BRUMMER et al., 1993;
REIS; COLOMBO, 1999). O P. brasiliensis ja foi isolado de forma esporadica em amostras de
solo do Brasil e em outros paises (NEGRONI, 1966; ALBORNOZ, 1971; FERREIRA et al.,

1990; VERGARA et al., 1996).

I-4 - Formas Clinicas

A Paracoccidioidomicose (PCM) € uma doenga granulomatosa que apresenta duas formas
distintas: a forma juvenil ou subaguda e a tipo adulta ou crénica (COLOMBO, 1999). Acomete

especialmente os adultos jovens, sendo que o pulméo é o principal érgéo afetado.

A doenca apresenta uma ampla gama de manifestagdes clinicas e patoldgicas que véo,

desde as formas localizadas ou benignas, até aquelas graves e disseminadas.

A PCM pode manifestar-se associada a outras doencas. Merece destaque a associagdo
com tuberculose, que acontece em torno de 10% dos casos (DEL NEGRO, 1982; LONDERO;

RAMOS, 1990; BORGES — WALMSLEY, 2002).

A forma aguda ou subaguda representa 3% a 5% dos casos e caracteriza-se pela rapida
disseminacdo do fungo para 6rgdos do sistema reticulo-endotelial. (CASTRO;DEL NEGRO,
1976; RESTREPO, 1992; REIS;COLOMBO, 1999). Ocorre hipertrofia do baco, figado,
linfonodos e disfuncdo da medula 6ssea. A maioria dos doentes sdo jovens, sendo essa forma
mais grave e com alta taxa de mortalidade, em torno de 10% (LONDERO;MELO, 1983; TERRA
et al.., 1991). Lesdes cutédneas podem ocorrer, demonstrando disseminacdo hematogénica

(BRUMMER et al., 1993).

A forma cronica (do adulto) da doenca, na maioria dos casos, inicia-se com lento e

progressivo envolvimento pulmonar. Ocorre em mais de 90% dos casos de PCM, sendo mais
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fregiiente em individuos masculinos na faixa de 29 a 49 anos. Nessa forma, a doenca pode levar
anos até ser diagnosticada (LONDERO, 1986; FRANCO et al., 1989; LONDERO; RAMOS,
1990). Pode ter apresentacdo uni ou multifocal. Em 25% dos casos, o Unico 6rgéo envolvido é o
pulméo (unifocal) e no restante dos casos o acometimento pode ser sistémico (multifocal)
(RESTREPO et al., 1976; LONDERO; SEVERO, 1981; LONDERO, 1986; FRANCO et al.,

1989; LONDERO; RAMOS, 1990).

Além dos pulmdes, pele e mucosas sdo atingidas frequentemente. Por ser uma doenca
polimérfica, acomete qualquer 6rgdo ou sistema (RESTREPO et al., 1976; LONDERO, 1986;
FRANCO et al., 1989; LONDERO; RAMOQOS, 1990). Na forma pulmonar localizada, o quadro

clinico é semelhante ao da tuberculose (BRUMMER et al., 1993).

E importante destacar que o homem é um hospedeiro resistente ao P. brasiliensis, uma
vez que 0 numero de pacientes expostos ao fungo é bem maior que o nimero de pacientes que
desenvolve a doenca. Alguns fatores como idade, sexo ou fatores genéticos, podem estar

relacionados ao processo de reativacdo (LACAZ, 1991).

I-5 - Diagnéstico

O diagnostico € baseado na demonstracao do fungo, seja pelo exame direto ou por cultura,
ndo havendo dificuldades para o isolamento do agente em amostras clinicas. O exame direto
permite a visualizacdo de formas leveduriformes com multiplos brotamentos. A positividade
desses metodos é de 85% a 100% (BRUMMER et al.., 1993). O crescimento em cultura é lento,
20 a 30 dias. E necessario que o cultivo seja feito a temperatura de 37°C para se demonstrar o
dimorfismo do fungo (REIS; COLOMBO, 1999). Durante o crescimento em cultura pode ocorrer
contaminacdo por bactérias, especialmente escarro e lavado bronco-alveolar, dificultando a

identificacdo do P. brasiliensis. Os exames de histologia revelam reacdo granulomatosa, sendo
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possivel visualizacdo de elementos leveduriformes com mualtiplos brotamentos (REIS;

COLOMBO, 1999).

Os testes cuténeos (paracoccioidina) podem ser negativos nas formas disseminadas de
doenga. Podem tornar-se positivos durante o tratamento, indicando uma recuperacdo da
imunidade celular; contudo, tém grande valor quando sdo usados para demarcar areas endémicas
nos estudos populacionais (MARTIN; LOPEZ, 1989; SANTOS; PEDROSA, 1990; MUSSATTI,

PERACOLI, SOARES, 1994; REIS; COLOMBO, 1999).

I-6 - Tratamento

Até 1940, a paracoccidioidomicose era considerada uma doenca incuravel.

Atualmente, sdo empregadas trés drogas principais no tratamento da PCM: as

sulfonamidas, a anfotericina B e derivados de imidazol (BRUMMER et al., 1993).

O tratamento proposto é prolongado, ndo existindo um consenso de qual deve ser a

duracéo ideal do mesmo.

Na auséncia de tratamento a doenca &, geralmente, fatal. A suspenséo precoce causa altos
indices de reativacdo da doenga e isso tem feito com que o tratamento seja demorado (em média,
de seis meses a dois anos). Atualmente, sugere-se que o tratamento seja dividido em duas fases:
(i) atagque - que visa ao controle dos sinais clinicos e (ii) manutencao - que visa reduzir as chances
de recidiva da doenca. Podem ser utilizados os derivados sulfamidicos, derivados azoélicos e, nas
formas graves, a anfotericina B (BRUMMER et al., 1993; MENDES, NEGRONI,

ARECHVALA, 1994; REIS; COLOMBO, 1999).

Os derivados sulfamidicos sdo usados, com sucesso, desde a década de 40 (RIBEIRO,

1940). Atualmente, a forma mais amplamente utilizada é a associacdo de sulfametoxazol-
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trimetoprim, que apresenta boa tolerancia e poucos efeitos colaterais (urticaria, ndusea vomitos,
leucopenia e anemia megaloblastica) (RESTREPO; ARANGO, 1980; STEVEN; VO, 1982).
Estudos demonstram que a eficicia dessa combinacdo supera os 80% e que 0 insucesso esta

relacionado & ndo adesdo ao tratamento (BARRAVIERA et al., 1989; REIS; COLOMBO, 1999).

A anfotericina B € usada nas formas graves de PCM, desde a década de 50 (LACAZ;
SAMPAIO, 1958). Geralmente, é utilizada no inicio do tratamento desses casos e,
posteriormente, é substituida pela associacdo sulfametoxazol-trimetoprina, embora nem todos 0s
autores concordem com esse esquema (DEL NEGRO, 1974; DILLON et al.., 1986; BORELLI,
1987). E a droga de escolha nos casos de resisténcia clinica as outras drogas utilizadas. Apresenta
eficdcia comprovada, embora sejam frequientes as reacGes adversas: nauseas, vomitos, febre,
tremor, nefrotoxicidade, hipocalemia, alteracBes eletrocardiograficas, anemia e disfuncdo

hepatica (BRUMMER et al., 1993; REIS; COLOMBO, 1999).

O tratamento da PCM com cetoconazol foi iniciado em 1978 com excelentes resultados,
com taxa de cura em 90% dos casos, mas com efeitos colaterais (ginecomastia e diminui¢do da
libido) que restringem seu uso (RESTREPO et al.., 1985; NEGRONI, 1987). E sugerido que
novos estudos sdo necessarios para avaliar a eficacia dessa droga em prevenir recidivas (REIS;

COLOMBO, 1999).

O itraconazol vem sendo usado com excelentes resultados, iguais ou superior aos do
cetoconazol, e com menos efeitos colaterais, sendo considerado, por diversos autores, a droga de
escolha, embora estudos mais longos sejam necessarios para avaliar a incidéncia de recidiva com
seu uso (NEGRONI et al., 1987; MUNERA et al., 1989; NARANJO et al., 1990; BRUMMER et

al., 1993; REIS; COLOMBO, 1999).
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O fluconazol ¢ outra alternativa, com resultados promissores, principalmente nos casos
com acometimento do sistema nervoso central, por sua penetragcdo no tecido cerebral (DIAZ et

al.,1992;REIS;COLOMBO,1999).
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A imunidade protetora para o P. brasiliensis, assim como para outros fungos, tem sido
correlacionada a presenca de uma resposta imune celular. Nenhum antigeno capaz de conferir
protecdo foi ainda descrito, embora o principal antigeno, uma glicoproteina de 43 kDa (gp43),
tenha demonstrado atividade potencial como antigeno protetor. Resultados preliminares indicam
que a imunizacdo com esse antigeno reduz as lesdes e a gravidade da inflamagdo nos pulmdes
(DIXON et al., 1998). A imunizacdo com um peptideo de 15 aminoécidos derivado da gp43
(TABORDA et al., 2004) ou com vacina de DNA, construida a partir do gene da gp43 (PINTO et

al., 2000), também produziu reducdo significativa da infeccdo nos pulmades.

Em adicdo a gp43, fragbes obtidas por cromatografia de troca i0nica de extrato de P.
brasiliensis, denominadas FO e FIl, foram capazes de conferir protegdo a camundongos (DINIZ et
al., 2004). Mas, até o momento, nenhuma vacina eficaz foi reportada para a

paracoccidioidomicose, nem para qualquer outra micose de importancia médica (DEEPE, 2004).

Muitas vacinas bem sucedidas foram obtidas utilizando-se patdgenos atenuados,
hipovirulentos ou avirulentos. A vacina BCG utilizada na prevencdo da tuberculose € um dos
exemplos mais conhecidos. A vacina é constituida de uma cepa atenuada do Mycobcterium bovis.
A atenuacdo foi obtida acidentalmente apds 231 passagens in vitro, durante um periodo de 13
anos, quando alteragdes da morfologia e a perda gradual da viruléncia foram verificadas.
Entretanto, a imunogenicidade ndo foi alterada. Apds a demonstracdo da seguranca essa vacina
tem sido largamente utilizada para a imunizacdo em humanos, sem complicacGes sérias

(ANDRADE, T.C.B. et al., 2005).

O potencial da radiacdo ionizante como uma tecnologia capaz de atenuar patdgenos para
utilizacdo como vacina € conhecida desde os anos 50 (TAYLOR et al.., 1986). A atenuacéo pela

radiacdo ionizante € uma alternativa atraente, pois parasitas e microrganismos, adequadamente
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irradiados, freqlientemente perdem sua capacidade patogénica, mantendo seus aspectos
morfolégicos e conseguindo estimular uma resposta imunoldgica especifica. Em alguns casos, 0s
patdgenos radioatenuados sdo, por razdes ainda ndo esclarecidas, mais imunogénicos que 0s

controles néo irradiados (WALLES; KUSEL, 1992).

Um exemplo instrutivo é o da vacina preparada a partir de cercarias radioatenuadas de
Schistosoma mansoni. Esta estimula um nivel de imunidade e protecdo que supera qualquer
formulacdo baseada em proteinas purificadas ou recombinantes (COULSON, 1997). A vacina
analoga de esporozoitos irradiados de Plasmodium falciparum apresenta resultados similares
(SILVIE et al., 2002). Esta foi testada em voluntarios humanos e estimulou o desenvolvimento de

imunidade protetora (HOFFMAN.et al., 2002).

As vacinas citadas permitiram que 0s mecanismos que induzem e mantém uma resposta
imune protetora, bem como os antigenos protetores, fossem conhecidos. Além do mais, elas

podem formar a base para o desenvolvimento de vacinas recombinantes (COULSON, 1997).

O paradigma de uma vacina radioatenuada bem sucedida é a empregada para o
Dictyocaulus viviparus, que provoca bronquite parasitiria em bovinos. Essa vacina tem sido

utilizada com éxito desde sua introdugdo, em 1958 (TAYLOR et al., 1986).

Em escala comercial, em adigdo a vacina de D. viviparus, larvas irradiadas tém sido
empregadas no controle da bronquite parasitaria provocada por D. filaria sp em carneiros e
cabras (SHARMA et al., 1988), e na imunizagdo contra Ancyclostoma caninum em cées

(VINAYAK et al., 1981).

A imunizacdo protetora tem sido obtida em animais de laboratdrio para varios parasitas.

HIRAMOTO et al. (2002), utilizaram para imunizacdo de camundongos taquizoitos de
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Toxoplasma gondii irradiados. Os autores obtiveram, apds o desafio com cistos, um aumento no
periodo de sobrevivéncia dos animais imunizados. Os taquizoitos irradiados perderam sua
capacidade de reproducdo, mas mantiveram seu metabolismo respiratério, a capacidade de

invadir células e de sintetizar proteinas e &cidos nucléicos.

RIVIER et al. (1993), demonstraram que a inoculagdo subcutéanea, em camundongos, de
promastigotas de Leishmania major, irradiadas com 1500Gy, conferiu um alto grau de protegéo
contra novo desafio com linhagens de L. major. Para alcancar a maxima imunoprote¢do, as
leishmanias irradiadas deviam permanecer vidveis, mantendo a capacidade de transformacéo da

forma promastigota para amastigota.

BONETTI et al. (2002), demonstraram que cepas de Leishmania amazonensis irradiadas
com a dose de 1500Gy, apresentaram total destruicdo do material nuclear e citoplasmatico,
gerando perda de capacidade metabdlica e impedindo o parasita de respirar ou de se reproduzir.
No entanto, sua membrana plasmatica ndo sofreu alteracbes morfolégicas. Bonetti realizou um
ensaio de producdo de anticorpos em camundongos, inoculando parasitas irradiados com a dose
de 1500Gy, parasitas irradiados com uma dose menor (800Gy) néo eficiente para a esterilizacéo
das leishmanias, e parasitas normais. Os camundongos que foram inoculados com parasitas
irradiados com a dose de 1500Gy apresentaram uma producdo de anticorpos mais eficiente dos
que os camundongos que receberam imuniza¢do com parasitas irradiados com dose de 800Gy.
Além do que, os camundongos inoculados com parasitas irradiados com a menor dose adoeceram
antes mesmo do desafio, enquanto que os camundongos imunizados com 0 outro grupo de
protozoarios nao adoeceram em momento algum do ensaio. Esses resultados apresentaram a
radiacdo gama como uma ferramenta para esterilizar protozoarios para estudos posteriores de

tratamentos e vacinas contra a leishmaniose cutanea.
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CREANEY et al. (1995), tentaram a imunizacao de carneiros contra Fasciola hepatica,
utilizando metacercarias irradiadas. Quando desafiados, nenhuma redugdo quanto ao nimero de
vermes e producédo de ovos foi verificada nos animais vacinados. Além disso, a vacinagdo parece
ter afetado o desenvolvimento da populagdo de parasitas, resultando em reduzido dano hepético

durante a migragéo.

JENKINS et al. (1997) irradiaram oocistos de Eimeria méxima com a dose de 170Gy.
Essa dose ndo afetou a capacidade de penetracdo do esporozoito na mucosa intestinal das aves,
mas impediu a sua divisdo por reproducdo assexuada. Os oocistos irradiados, acondicionados em
capsulas de gelatina, foram utilizados para alimentar um grupo de galinhas. Um segundo grupo
de galinhas, controle, recebeu a gelatina com oocistos ndo irradiados. Ambos 0s grupos
apresentaram uma protecdo dose dependente em relagdo as aves ndo imunizadas. Entre os grupos,
que receberam os dois tipos de oocistos, ndo foi observada diferenca na reducdo do tamanho das
lesbes. Além disso, as aves que receberam os parasitas irradiados tiveram um ganho de peso

maior.

RIBEIRO et al. (1997), utilizaram a irradiagdo gama com o intuito de abolir a replicacéo
de cepas do Plasmodium falciparum no interior de eritrdcitos. Para isto, utilizaram duas doses,
200Gy e de 100Gy. A dose maior foi capaz de abolir a replicacdo das cepas; ja a com menor dose

houve uma diminuicéo da parasitemia, mas néo houve a inativagéo do parasita.

Em adicdo aos exemplos citados, resultados satisfatérios foram obtidos para Onchocerca
volvulus (PRINCE et al., 1992), Brugia malayi (YATES; HIGASHI, 1986), Brugia pahangi
(CHUSATTAYANOND; DENHAM, 1986), Toxocara canis (ABO-SHEHADA et al., 1991),
Nippostrongylus brasiliensis (WEDRYCHOWICZ et al., 1984), Trichinella spiralis (AGYEI-

FREMPONG; CATTY, 1983) e Ascaris suum (URBAN; TROMBA, 1982).
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Atualmente ndo existem vacinas aprovadas para prevencdo ou tratamento de micoses de
importancia médica. Somente uma vacina profilatica, que consistia de esférulas de Coccidioides
immitis inativadas por formalina, foi testada em humanos. Infelizmente, essa vacina néo conferiu
protecdo em uma triagem randomizada (PAPPAGIANIS, 1993). A necessidade de vacinas para
as micoses humanas determina a necessidade de se pesquisar novas alternativas e a utilizacdo de

fungos radioatenuados nunca foi explorada para esse propésito.

Nosso objetivo neste trabalho foi verificar a possibilidade de se obter a atenuacdo de
celulas leveduriformes do P. brasiliensis por irradiagdo gama, para posterior utilizagdo na

pesquisa de vacina contra a paracoccidiodiomicose.
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I11-1- Objetivo geral

Atenuar a forma leveduriforme do Paracoccidioides brasiliensis por irradiagdo gama para

posterior utilizacdo na pesquisa de vacina contra a paracoccidioidomicose.

[11-2 — Objetivos especificos

- Determinar a dose absorvida necessaria para eliminar a capacidade de reproducdo das

leveduras

-Avaliar a viabilidade celular das leveduras irradiadas

-Avaliar o metabolismo de sintese de proteinas das leveduras irradiadas.
-Avaliar a secrecdo de proteinas in vitro das leveduras irradiadas
-Verificar a integridade do DNA das leveduras irradiadas.

-Comparar o perfil antigénico nas leveduras irradiadas e controle.
-Verificar a presenga de alteragcdes na morfologia das leveduras irradiadas.
-Avaliar a perda de viruléncia das leveduras irradiadas.

-Verificar a estabilidade das leveduras irradiadas.
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IV-1-Cultura
A cultura do P. brasiliensis virulento, Pb 18, foi mantida em meio solido agar BHI. do

com 1% de glicose. O fungo foi mantido a 35°C, em tubos inclinados, e repicado a cada 10 dias.

A viruléncia do fungo foi recuperada apds a trés passagens em camundongos Balb/c. As
passagens sdo de 30 dias de infeccdo, com recuperacdo das unidades formadoras de col6nias
(UFC) dos pulmdes, em meio BHI agar suplementado com soro fetal bovino (4%) e gentamicina

(5%)

1V-2-Irradiacdo gama

As culturas de P. brasiliensis, em meio solido e em placas de Petri, foram irradiadas com
doses variando de 0,5 a 8,0kGy. As irradiacfes foram realizadas no Laboratorio de Irradiacéo
Gama do CDTN (LIG), na presenca de oxigénio, em fonte uniforme de ®°Co. A taxa de dose foi

de 954Gy/hora.

1\V-3-Contagem das células

Apos cada dose de irradiacdo, as placas, foram removidas do irradiador e as culturas

ressuspendidas em PBS.

A solugéo de células (20uL) foi misturada com 20uL da solucdo de contagem (NaCl
0,9%,formaldeido 4%,tween 20%), vigorosamente agitada no vortex e o0 numero de células

contado em camera de Neubauer.

1\VV-4-Avaliacdo da capacidade de reproducdo (crescimento) das leveduras

Ap0s cada dose de irradiacdo, as placas, em duplicata, foram removidas do irradiador e as
culturas ressuspendidas em 1mL de PBS. As células foram contadas, em cdmera de Neubauer e

indculos com concentragdes crescentes, variando de 10® a 10’ células foram plaqueadas. As
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placas foram incubadas por 10 dias a 35°C e as unidades formadoras de coldnias (UFC) contadas
(Figura 1). O meio utilizado para o plaqueamento foi o BHI agar suplementado com 4% de soro
fetal bovino e 5% de extrato de P. brasiliensis. Para preparacdo do extrato, 5 mL de pellet de
cultura, de 5 dias de crescimento, foram transferidos para 45 mL de agua destilada e autoclavados
por 15 minutos a 121°C. O material foi deixado 3 dias em repouso. Apos este periodo o material

foi centrifugado a 1000 rpm a 4°C, por 15 minutos e o sobrenadante recolhido.

1VV.5-Avaliacdo da viabilidade celular

A viabilidade foi verificada pelos métodos descritos a seguir:
IV-5.1- Método modificado de coloracdo com verde Janus

A solucdo de células (20uL) foi incubada com 20uL da solugdo do corante (verde Janus
0,05 %). Apo6s 8 minutos de incubacdo a proporcdo de células vidveis foi determinada por
contagem em camera de Neubauer. Por este método as células vidveis permanecem descoradas e

as células mortas se coram em azul (SANO et al., 1994).

IV-5.2-Método de coloragdo com o Azul de Metileno

A solucdo de células (20uL) foi incubada com 20uL da solugdo do corante (azul de
metileno 0,05mM , diluido em PBS, pH 7,2). Ap6s 10 minutos de incubacdo a proporcdo de
células viaveis foi determinada por contagem em camera de Neubauer. Por este método as células

viaveis permanecem descoradas e as células mortas se coram em azul (MILLS, 1941).
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Figura 1-Colénias de P. brasiliensis crescendo no meio de plaqueamento BHI agar
suplementado com 4% de soro fetal bovino e 5% de extrato de P. brasiliensis.
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1\V-6-Acompanhamento da viabilidade das leveduras irradiadas

A viabilidade foi acompanhada durante 30 dias. As coldnias foram mantidas a 35°C, em

meio solido agar BHI suplementado com 1% de glicose.

O método utilizado para verificar a viabilidade foi o0 método modificado de coloracdo com

verde Janus (descrito no item 1V-5-1).

IV-7-Avaliacdo do metabolismo de sintese de proteinas

Para estimar a capacidade de sintese de proteinas das leveduras irradiadas, estas foram
ressuspendidas em PBS e inoculadas em meio liquido (BHI) contendo **S- Metionina. Para 10
mL de meio com inéculo inicial de 10” células foram acrescentados 10 uCi de **S- Metionina .
As células foram incubadas por 16 horas a 35°C. Ap0s essa etapa, a cultura foi centrifugada, &
3000 rpm, a 4°C por 15 minutos, e as leveduras coletadas. As células foram lavadas por 3 vezes
em PBS e rompidas com pérolas de vidro, no tamp&o Tris (Tris-HCI 20 mM, pH 8,0), contendo 1
mM de PMSF, 1 mM de iodoacetamida, 1 mM de EDTA e 1mM de pepstatina. Para a lise foram
realizados seis ciclos de 30 segundos no vortex, com o material permanecendo 1 min no gelo
entre cada ciclo. Logo em seguida, a cultura foi centrifugada, & 3000 rpm, a 4°C por 15 minutos.
O sobrenadante foi recolhido e a quantidade de proteina determinada pelo método de Lowry

(LOWRY, 1951).

A radioatividade incorporada as proteinas foi determinada pela contagem em
cintilador liquido. Para tal uma solucdo contendo 0,7 mg de proteina foi adicionados a 4,5mL de
liquido de cintilacdo (Insta-Gel Plus). As contagens foram realizadas no analizador de cintilagdo

liquida e expressas em contagens por minuto (cpm).

A contagem por cintilacéo liquida € um dos métodos mais sensiveis e amplamente

utilizados para deteccdo e quantificacdo da radioatividade. O termo contagem por cintilagéo
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liquida é empregado porque os cintiladores usados estdo dissolvidos em um solvente apropriado

contendo o material radioativo a ser ensaiado.

O processo de cintilagdo liquida é baseado na conversdo de parte da energia cinética de
uma particula ionizante em fétons. De uma maneira muito simplificada, a absorcdo de energia
pelo cintilador resulta na formacdo de moléculas excitadas que liberam fétons de luz retornando
rapidamente ao seu estado fundamental. O nimero de fotons emitidos é linearmente relacionado

a energia da radiacdo absorvida.

O material foi também concentrado e submetido a eletroforese (SDS-PAGE) em gel de
poliacrilamida 7,5%. A coloracéo foi realizada pelo corante comassie blue. Em seguida, o gel foi
seco e analisado para a visualizacdo das bandas protéicas com radioatividade incorporada. A
analise da radioatividade incorporada foi analisada pelo sistema de “Phosphoimage”; e o tempo
de exposicdo do gel no cassete foi de 20 dias. Em ambos os procedimentos foram utilizadas

leveduras néo irradiadas como controle, submetidas ao mesmo processo.

1\VV-8-Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS- PAGE)

A andlise eletroforética das proteinas foi realizada em gel de poliacrilamida na
concentracdo de 12,5%. As amostras com 20 ug de proteina foram fervidas por 5 minutos em
tampdo da amostra (SDS 6%; Glicerol 30%; Azul de bromofenol 0,006%; Tris/HCL 0,1875M,;
pH 7.0). Foi preparado o gel de separacdo contendo 10mL de acrilamida (50%), 0,4mL de SDS
(10%), 15mL de Tris-HCI 1 M (pH 8.8), 13,7mL de agua destilada, 0,5mL de persulfato de
amonio (1,5%) e 25uL TEMED. Logo ap0s a polimerizacdo deste, preparou-se o gel de
concentracdo 5% constituido de 1,9mL de poliacrilamida (50%), 0,AmL de SDS (10%), 1,25mL
de Tris-HCI 1 M (pH 6.8), 7,3mL de &gua destilada, 0,35mL de persulfato de aménio (1,5%) e

10uL TEMED. Ap6s a polimerizagdo do gel as amostras foram aplicadas nas canaletas do gel e a
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separacao foi feita utilizando-se o tampéo de corrida constituido de Tris (0,025 M), glicina (0,192
M) e SDS (0,1%), pH 8.3 em uma voltagem constante de 80 V, por aproximadamente 90

minutos. As placas de gel foram coradas com Coomassie Blue.

O gel foi submerso em solucdo do corante Coomassie Blue 0,1% (1g de Coomassie Blue,
50 mL de metanol, 5 mL de &cido acético para 100 mL de agua). Apds 1 hora, o gel foi lavado
uma vez com agua destilada e logo em seguida submerso na solucdo descorante (100 mL de
metanol, 200 mL de acido acético para 2 L de agua destilada). Apds a visualizacdo das bandas,

lavou-se o gel 2 vezes com agua destilada.

1V-9-Avaliacéo da secrecdo de proteinas in vitro

As leveduras controle e irradiadas foram transferidas para 10 mL do meio Yeast Nitrogen
Based (SIGMA), 0,65%, suplementado com 2% de glicose. O indculo inicial foi de 10’
células/mL. As células foram incubadas por 4 dias, a 35°C sob agitacdo constante. Depois foram
sedimentadas por centrifugacdo e o sobrenadante coletado. Este foi liofilizado e o po resultante
dissolvido em 0,5mL do tampéo borato 0,01 M (pH 8,0). A solucéo foi dialisada contra 0 mesmo
tampdo utilizando-se uma membrana de diélise de corte 1000 Da. Finalmente, a concentracao de

proteina na solucéo foi determinada pelo método de Lowry.

1\V-10-Avaliacdo do perfil antigénico nas leveduras irradiadas

O perfil anigénico das leveduras irradiadas foi avaliado através do Western Blot
utilizando-se soro de pacientes com paracoccidioidomicose (PCM). As leveduras irradiadas e
controles foram rompidas e centrifugadas como descrito no item IV-7. O sobrenadante foi
coletado e 20ug de cada amostra foi submetida a eletroforese (SDS-PAGE), com subsequente

transferéncia para membranas de nitrocelulose.
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O gel foi retirado da cuba de eletroforese e incubado duas vezes durante 30 minutos com
o tampéo Tris/Glicina/Metanol. Durante a segunda incubacgdo de 30 minutos, iniciou-se o preparo
da membrana de nitrocelulose (NCM). Equilibrou-se a NCM com o tampé&o Tris/Glicina/Metanol

durante 10-20 minutos.
O cassete de transferéncia foi preparado depois que as membranas, papéis de filtro

(Mini-trans blot Bio Rad) e esponjas ficaram em repouso durante 15 minutos em tampéo de

transferéncia (15,5 mM deTris base, 120 mM glicina e metanol 20%).

O gel foi colocado em contato com a membrana pré-umidecida evitando formacdo de
bolhas de ar. O sistema (esponja, papel de filtro, gel, membrana, papel de filtro, esponja) foi
montado dentro do cassete. O conjunto foi colocado dentro da cuba de transferéncia e submerso
no tampao. No fundo da cuba foi colocada uma barra magnética. O sistema foi submetido a 37 V
durante 16 horas, dentro de camara fria sob agitacdo. Apos esse periodo, a transferéncia foi
confirmada, corando a membrana com solucdo de Ponceau S (Sigma) 1%. Ap0s a verificacdo da

transferéncia, a membrana foi descorada imediatamente com agua destilada.

Uma vez que as proteinas foram transferidas do gel de poliacrilamida para a membrana de
nitrocelulose, a deteccdo das proteinas especificas foi processada usando-se anticorpos de soro de

pacientes com PCM.

Antes da adi¢do dos anticorpos, a membrana foi coberta com agente de bloqueio (PBS
0,15 M, 2% Caseina durante 1 hora a temperatura ambiente sob agitacdo). Depois do bloqueio de
sitios inespecificos a membrana foi lavada trés vezes durante 5 minutos com agua destilada sob

agitacéo.
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Depois das 3 lavagens, a membrana foi incubada com soro que sofreu diluicdo 1:100 em
PBS 0,15M. Foi utilizado um pool de 12 soros, onde retirou-se 30uL de cada, totalizando 360pl
que foram adicionados a 36mL PBS. A membrana foi incubada durante 1 hora sob agitacdo com
a solucdo de soro diluida. Apds essa etapa, a membrana foi lavada 3 vezes com agua destilada

sob agitacdo a temperatura ambiente.

Apls a etapa de lavagem, a membrana foi incubada com o anticorpo conjugado a
peroxidase (ovelha anti IgG humana) diluido em PBS 1:10.000. A incubacdo durou 1 hora, a
temperatura ambiente e foi feita sob agitacdo. A membrana foi lavada 3 vezes como descrito nas

etapas anteriores.

Para revelacdo das bandas, a membrana foi recoberta por uma solugcéo contendo: tampéo
PBS (0,15M) 10mL, 6mg DAB, 100uL de cloreto de niquel 5,5% e 10uL de perdxido de
hidrogénio. A reacdo foi realizada no escuro e a membrana foi lavada com &gua destilada para

que a reacgéo fosse paralisada.

IV-11-Avaliacdo a atenuacdo da viruléncia

Foi realizada utilizando-se dois procedimentos diferentes: em um utilizamos

camundongos Cs7BI1/J6 e no outro experimento utilizamos camundongos Balb/c.
IV-11.1- Avaliacdo a atenuacdo da viruléncia utilizando camundongos Cs;BI1/J6

Camundongos machos, Cs7BI/J6 foram inoculado pela via intra traqueal, com 50ulL de
PBS contendo 10° leveduras irradiadas com 6,5kGy. Os controles foram inoculados com o
mesmo ndmero de leveduras ndo irradiadas virulentas. Apds 30 dias os animais foram
sacrificados e os 6rgdos (pulmao, figado e baco) foram removidos, pesados, homogeneizados e

lavados 3 vezes em PBS. O macerado foi ressuspendido em PBS e a solucéo final foi plaqueada
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no meio descrito no item IV-1. As placas foram incubadas durante 20 dias a 35°C e as unidades
formadoras de col6nias contadas. O resultado foi expresso em numero de unidades formadora de
colbnias (UFCs) de P. brasiliensis por grama de tecido por camundongo em cada grupo

experimental (n=3).

IV-11.2- Avaliacdo a atenuacdo da viruléncia utilizando camundongos Balb/c

Camundongos machos, Balb/c foram inoculado, através da artéria ocular, com 50 uL de
PBS contendo 10° leveduras irradiadas com 6,5kGy. Os controles foram inoculados com o
mesmo numero de leveduras ndo irradiadas. Apds 45 dias os animais foram sacrificados e 0s
orgéos (pulmao, figado e baco) foram removidos, pesados, homogeneizados e lavados 3 vezes em
PBS. O macerado foi ressuspendido em PBS e a solucdo final foi plaqueada no meio descrito no
item 1V-1. As placas foram incubadas durante 20 dias a 35°C e as unidades formadoras de
colbnias contadas. O resultado foi expresso em nimero de unidades formadora de colbnias
(UFCs) de P. brasiliensis por grama de tecido por camundongo em cada grupo experimental

(Grupo 1 n=4 contendo as leveduras irradiadas e Grupo 2 n=3 contendo as leveduras controle).

I\VV-12-Dosagem de proteina

Primeiramente foi construida uma curva padréo para dosagem de proteina com o reagente
de Folin-fenol (Lowry et al 1951). As solucGes de albumina bovina foram preparadas nas
concentracOes preparadas em concentracfes crescentes de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; e 1,0mg de proteina

por mL

Juntamente com a curva padréo, 100uL da amostra a ser dosada foi adicionada 1mL do
reagente ¢ (100 mL de solucdo A (NaCOs, NaOH); 1 mL de solucdo B1(CuSQ,4.5H,0) e 1 mL
de solucdo B2 (Tartarato de Na e K) e incubada por 10 min a temperatura ambiente. Em seguida
foi adicionado 100uL reagente Fenol (Folin-ciocalteau 1:2 em agua destilada) e a solucéo foi

48



IV —Materiais e Métodos

novamente incubada por 30 min. A leitura das amostras foram realizadas no espectrofotémetro a

550nm.

1V-13-Avaliacdo da fragmentacdo do DNA nas leveduras irradiadas

A extracdo DNA nas células irradiadas e controles foram realizadas seguindo o protocolo
do Kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega). Foi extraido o DNA das leveduras,
controle e irradiadas . As leveduras foram irradiadas com doses de 2,0kGy - 4,0kGy - 6,5kGy. Na

dose de 6,5kGy, o DNA foi extraido duas horas ap06s a irradiacdo e 48 horas ap06s a irradiacao.

A concentragdo de DNA foi determinada por espectrofotometria utilizando-se
comprimento de onda de 260 nm. O DNA das leveduras foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1%, corado com brometo de etidio (5ug/mL). Utilizou-se o tampdo TAE 1X (0,4M
Tris/HCI pH 8,0; 50mM acetato de sodio; 10mM EDTA) e a corrida eletroforética se deu a
voltagem constante de 100 Volts por 40 minutos. As bandas de DNA foram visualizadas em um

trasiluminador de luz ultravioleta.

1\VV-14-Microscopia eletronica de Varredura

As analises foram realizadas no Laboratério de Entomologia Médica do Centro de

Pesquisas René Rachou - CPqRR/FIOCRUZ.

Amostras do fungo irradiado com a dose de 6,5kGy ( imediatamente apds a irradiacdo e

48 horas ap0s a irradiacdo) e controle foram preparadas da seguinte maneira:

As placas de petri contendo o os fungos irradiados e o fungo nativo, foram lavada em PBS
3 vezes e logo em seguida foram fixadas em glutaraldeido 2,5%. O material foi deixado no
fixador durante 18 horas, e em seguida lavado 3 vezes em PBS. Em seguida, varios fragmentos

foram cortados contendo o agar e o fungo.
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Figura 2- Curva padréo dosagem de proteina A equacéo da reta obtida

y=0,63335x + 0,0568 e 0 R*=0,9958.
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Esses fragmentos foram lavados em PBS 1M; e em seguida fixadas com tetroxido de
6smio 2,5% diluido em agua destilada e 1,6% de ferricianeto de potassio durante 2 horas. Apds
esta etapa os fragmentos foram lavados em PBS e subsequentemente desidratados em uma série
de etanol. Primeiramente os fragmentos foram desidratados durante 10 minutos em concentracfes
crescentes de 20% a 90%, e finalmente desidratados por 3 vezes na concentragcdo de 100%
durante 10 minutos. Apos essas desidratagdes os fragmentos foram desidratados em acetona
100% e levados para o aparelho de ponto critico. Os espécimes obtidos foram montados em
suportes de aluminio stubs, com a ajuda de uma fita de carbono colocada sobre uma pelicula de
papel aluminio, cobertos com ouro e observados em microscopio eletrénico de varredura JSM-

5600.

I\V-15-Microscopia Eletronica de Transmissdo

As analises foram realizadas no CEMEL - Centro de Microscopia Eletronica da UFMG.

Apbs o cultivo do fungo em meio apropriado, as células foram lavadas por trés vezes em
PBS. Entre cada lavagem as células foram centrifugadas a 1500rpm durante 5 minutos e o
sobrenadante foi desprezado. Amostras do fungo irradiado com a dose de 6,5kGy (duas horas

apos a irradiacdo e 48 horas ap0s a irradiacao) e controle foram preparadas da seguinte maneira:

Primeiramente o pellet foi lavado por 3 vezes, em seguida 0 mesmo foi ressuspendido e
fixado em Karwosky nud (paraformaldeido 4% e glutaraldeido 2,5%) em tampéo cacodilato de
sodio 0,1 M, pH 7,4 e deixado “overnight”. A solucdo foi lavada por 3 vezes em tampéo
cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,4 e centrifugado durante 5 minutos a 1500 rpm. Incluiu no 4gar a
4% e cortou os fragmentos. Os fragmentos foram fixados em seguida com tetroxido de ésmio

1%, tampado cacodilato de sodio 0,1 M pH 7,4 por 1 hora a 4°C.
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Ap0s esta etapa os fragmentos foram lavados por 3 vezes em tampéo cacodilato de sodio
0,1 M pH 7,4 e subsequentemente desidratadas em uma serie de &lcool. Primeiramente 0s
fragmentos foram desidratados durante 15 minutos em concentragdes crescentes de 50%, 70% e
80%, em seguida desidratados por 2 vezes na concentragdo de 95%, durante 10 minutos.
Finalmente desidratados 3 vezes na concentracdo de 100% por 10 minutos . Apds essas
desidratacOes os fragmentos foram desidratados 2 vezes em acetona 100% durante 15 minutos.

Apos essas etapas os fragmentos foram infiltrados em mistura Epon/acetona (2:1) “overnight”.

1V-16-Animais Experimentais

Os camundongos machos Balb/c e Cs;BI/J6, com 7 semanas, foram fornecidos pelo

Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais.

Os experimentos feitos com estes animais foram realizados no Laboratdrio de Bioquimica
e Imunologia Celular do Dr. Prof. Alfredo Gdes do ICB da UFMG, onde este possui licenca para

trabalhar com os mesmos.
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Primeiramente, determinou-se a dose em que as leveduras perdem a capacidade de
reproducdo. A capacidade de reproducdo das leveduras foi monitorada através do método de
plagueamento. Nesse método, as colnias formadas pelo crescimento de células individuais s&o
visualizadas e contadas. Obviamente, somente células com capacidade de reproducédo preservada

podem formar colonias.

As culturas receberam doses de irradiacdo que variaram de 0,5 a 8,0kGy. Através do
método de plaqueamento, verificou-se que as leveduras perdem sua capacidade de reproducédo
com dose de 6,5kGy, ou seja, a partir de 6,5kGy ndo houve mais crescimento ou formagéo de
colonias (Figura 3). Esse experimento foi repetido diversas vezes e nunca obteve-se colonias com
essa dose, mesmo utilizando grandes inéculos (107 células) e tempos de incubagdo (40 dias). Em
doses abaixo dessa, foi observada a formacdo de colonia de forma dose—dependente. A dose de
6,0kGy provocou uma reducdo de 5 ciclos 1og10 no nimero de colénias. O segmento final da
curva apresentou um comportamento néo linear, “cauda”, freqiientemente descrita em curvas de
sobrevivéncia com radiacdo e outros tipos de estresse (DICKSON, 2001). Esse segmento

representa uma sub-populacdo de leveduras com resisténcia aumentada a radiacéo.

Para analisar a viabilidade das células irradiadas foram utilizados os corantes verde Janus
e azul de metileno. Pode-se observar que, segundo essas metodologias, as células que foram

irradiadas até 6,5kGy permaneceram viaveis (Figura 4).

O corante verde Janus avalia a integridade da membrana plasmatica. Quando esta se
encontra intacta, as células excluem o corante e permanecem descoradas. Quando a membrana
perde sua integridade, a permeabilidade seletiva também € perdida; assim o corante penetra na

célula e esta passa a apresentar uma coloracao verde azulada.
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Figura 3-Curva de sobrevivéncia das leveduras do P. brasiliensis em funcdo da

dose de radiacdo gama.

As culturas foram irradiadas com doses variando de 0,5 a 8,0kGy. A partir de
6,5kGy ndo foi observado o crescimento de coldnias. Para maiores detalhes,

consulte Material e Métodos.
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O azul de metileno avalia o metabolismo celular energético. Este corante muda sua
coloracdo em fungdo do seu estado de oxidacdo. Quando estd reduzido, permanece incolor e
quando oxidado adquire a coloracdo azulada. Portando, quanto a célula estd respirando ou
fermentando, sdo produzidas coenzimas reduzidas, NADH + H* e FADH, na respiracdo e NADH
+ H" na fermentacéo, que reduzem o corante mantendo as células incolores. Quando estas estdo

mortas, ficam coradas em azul.

Podemaos verificar, pelas curvas de viabilidade da figura 4, que houve uma concordancia

entre as duas metodologias.

O proximo pardmetro avaliado foi o metabolismo de proteinas nas leveduras irradiadas.
Foi medida a capacidade de sintese e secrecdo de proteinas. A sintese de proteinas foi analisada
através da incorporacdo de *S metionina (Figura 5). Os resultados mostraram que as leveduras
irradiadas com até 6,5kGy mantiveram o metabolismo de sintese de proteinas em niveis similares

ao controle ndo irradiado.

A incorporacdo de **S- Metionina nas proteinas da levedura irradiada com 6,5kGy foi
confirmada pela visualizacdo das bandas radioativas em gel de poliacrilamida atraves do sistema

“Phosphoimage” (Figura 6).

A secrecdo de proteinas (Figura 7) foi avaliada incubando as leveduras irradiadas e
controles em meio de cultura sem proteinas e outras macromoléculas, e ap6s 4 dias foi
determinada a concentracdo de proteina no meio. Foi verificado que as leveduras irradiadas com

6,5kGy secretaram 40%menos proteinas que o controle ndo irradiado.
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Figura 4-Curva de viabilidade das células de P. brasiliensis em funcdo da dose de radiacdo gama.

As barras indicam desvio padrdo. ® Verde Janus, ® azul de metileno. Para maiores detalhes,

consulte Material e Métodos.
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Figura 5-Incorporacdo 35S metionina nas células de P. brasiliensis em funcio da

dose da radiacdo

C+ controle ndo irradiado, C- células mortas pelo calor. As barras representam o

desvio padrdo. Maiores detalhes em Material e Métodos.
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Figura 6-Visualizacdo da radioatividade incorporada nas proteinas do P. brasiliensis.

1- Leveduras néo irradiadas; 2- Leveduras irradiadas com a dose de 6,5kGy. As amostras foram
submetidas ao SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 7,5% e a visualizagdo das bandas
radioativas analisadas atraves do sistema “Phosphoimage”. Maiores detalhes em Material e

Métodos.
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A comparacdo entre o perfil antigénico das leveduras irradiadas com a dose 6,5kGy e 0s
controles nédo irradiados foi realizado por Western blot. Neste experimento foram utilizados soros
de pacientes com paracoccidioidomicose. Os resultados mostraram claramente que as leveduras
irradiadas retém a expressao dos mesmos antigenos presente nos controles nao irradiados (Figura

8).

O efeito da radiacdo gama sobre O DNA das leveduras irradiadas foi avaliado através de
eletroforese em gel de agarose (figura 9). Os resultados mostraram que as leveduras irradiadas
apresentaram aumento da fragmentacdo do DNA de forma dose-dependente. A medida que foi
aumentada a dose de radiacdo, verificou-se uma diminuicdo da intensidade da banda
correspondente a0 DNA genémico e um aumento da presenca de fragmentos de baixo peso
molecular na parte inferior do gel. Na dose de 6,5kGy verificou-se o desaparecimento dessa
banda, indicando um alto grau de fragmentagdo do DNA. Ja as leveduras controle néo

apresentaram fragmentacdo no DNA.

Na figura 10 é analisado o grau de fragmentacdo no DNA por um periodo de até 48 horas
apos a irradiacdo. Pode-se verificar que fragmentacdo ocorrida no DNA néo foi reparada neste
periodo, visto que o aspecto do gel é o mesmo, duas e 48 horas apdés a irradiacdo. Nos dois casos,
verificou-se 0 desaparecimento da banda correspondente ao DNA gendmico e a presenca de
material fragmentado de menor peso molecular ao longo da canaleta. Como sera discutido
posteriormente, essa fragmentacdo nao reparada esta na base da perda da capacidade reprodutiva

das leveduras irradiadas com a dose de 6,5kGy.
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Figura 7- Avaliacdo da secrecdo de proteinas em funcdo da dose de radiacdo

Barras indicam o desvio padrdo. C+ controle ndo irradiado, C- células mortas pelo calor.

Houve reducédo de 40% na secrecédo de proteinas na dose de 6,5kGy (p<0,001).

Maiores detalhes em Material e Métodos.
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Figura 8- “Western — Blot”.

1- Padrdo de peso molecular; 2- Leveduras ndo irradiadas; 3-Levedura irradiada com a
dose de 6,5kGy. Foi utilizado soro de pacientes com paracoccidioidomicose. Maiores

detalhes em Material e Métodos.
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Figura 9- Avaliacdo da integridade do DNA em funcdo da dose de radiacdo gama

Foi utilizado gel de agarose 1%. 1- Levedura nédo irradiada; 2- Levedura irradiada com 2,0kGy,
3- Levedura irradiada com 4,0kGy , 4- Levedura irradiada com 6,5kGy. A analise foi realizada

duas horas ap0s cada irradiacdo. Maiores detalhes em Material e Métodos.
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A analise de atenuacdo da viruléncia foi realizada através da inoculacdo em camundongos
das leveduras atenuadas com a dose de 6,5kGy. Dois tipos de camundongos foram utilizados:
Cs7BI/J6 (resistente) e Balb/c (susceptivel). Os resultados estdo apresentados nas tabelas 1 e 2.
Pode-se verificar que ndo foram recuperadas UFCs dos tecidos dos camundongos infectados com
o fungo irradiado. Ja os controles infectados com a cepa virulenta apresentaram grande
quantidade de UFCs em todos os 6rgdos examinados, com maior quantidade nos pulmdes. Esses
resultados obtidos em dois modelos animais diferentes demonstraram que as leveduras

radioatenuadas perderam a viruléncia, sendo incapazes de produzir infecgéo.

A presenca de alteragdes ultraestruturais nas leveduras radioatenuadas foi verificada por

microscopia eletrénica. Foram utilizadas a microscopia eletronica de transmisséo e de varredura.

O aspecto geral de uma levedura néo irradiada do P. brasiliensis vista pela microscopia
eletronica de transmissao é apresentada na figura -11. Observa-se a parede celular, que pode ser
dividida em interna e externa (nem sempre vista), a membrana plasmatica, muitas mitocondrias, a

presenca de um vacuolo central e o nucleo.

A figura -12 apresenta o aspecto geral da levedura irradiada com a dose de 6,5kGy. A
parede celular e a membrana plasmatica estdo preservadas, resultado este que comprova 0s
obtidos com o teste de exclusdo com o corante verde Janus. As mitocondrias estdo presentes,
porém com a morfologia levemente alterada, apresentando as cristas mitocondriais distorcidas. A
alteracdo mais significativa observada ocorreu no nucleo, que freqlientemente apresentou-se
muito eletrodenso, indicando um elevado grau de condensacdo da cromatina. Esse resultado

corrobora aqueles das figuras 9 e 10 que evidenciaram um grau elevado de lesdes no DNA.
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Figura 10- Avaliacdo da integridade do DNA apos a irradia¢éo
Foi utilizado gel de agarose 1%. 1- Levedura néo irradiada;, 2-Levedura irradiada com a

dose de 6,5kGy analisada 2 horas apds a irradiacdo, 3- Levedura irradiada com a dose de
6,5kGy analisada 48 horas ap6s a irradiacdo. Para maiores detalhes consulte Material e

Métodos.
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Tabela 1- Recuperacdo das UFCs de camundongos Cs;BI/J6 infectados com leveduras
radioatenuadas com a dose de 6,5kGy e controles de P. brasiliensis.

Orgéo Leveduras Controle Leveduras Radioatenuadas
(UFC*) (UFC *)
Pulméo 4750 (+ 1041) 0
Baco 417 (+ 158) 0
Figado 123 (+ 44) 0

* UFCs por grama de tecido do camundongo (n = 3)

Tabela 2- Recuperacdo das UFCs de camundongos Balb/c infectados com leveduras
radioatenuadas com a dose de 6,5kGy e controles de P. brasiliensis.

Leveduras Controle

Leveduras Radioatenuadas

Orgéo (UFC *) (UFC *)

Pulmé&o 1409(+ 774) 0
Baco 900(+ 300) 0

Figado 582 (+ 388) 0

* UFCs por grama de tecido do camundongo (n =7)
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As figuras 13 e 14 destacam, em maior aumento, detalhes da parede celular, membrana
plasmatica e mitocondrias das leveduras controles e radioatenuadas, respectivamente. Como
comentado anteriormente, constata-se a integridade da parede e da membrana celular na levedura
irradiada. Nessa maior ampliacdo, pode-se observar com mais detalhes a aparéncia alterada das

mitocondrias irradiadas, apresentando as cristas mitocondriais distorcidas e em menor nimero.

As figuras 15 e 16 tem como objetivo destacar, em maior aumento, o nucleo das leveduras
controle e radioatenuadas. A figura 15 apresenta dois nicleos das leveduras controle com seu
aspecto caracteristico. A figura 16 mostra uma levedura radioatenuada apresentando o ndcleo
eletrodenso e em formato de meia lua, aparéncia com a qual foi freqlientemente encontrado nas

preparacOes irradiadas com a dose de 6,5kGy.

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada para a observagdo da morfologia

externa das leveduras do P. brasiliensis.

As imagens das leveduras controle (figuras 17 e 18) mostram as células mde com uma
aparéncia arredondada, ou alongada, com seus respectivos brotamentos. As células
leveduriformes irradiadas com a dose de 6,5kGy e analisadas 2 horas ap6s a irradiacdo
apresentaram uma morfologia alterada em relacdo ao controle. A grande maioria se apresentou
colapsada ou com depressbes na sua superficie (Figuras 19 e 20). Porém, quando as imagens
foram realizadas 48 horas apés a irradiacdo (Figuras 21 e 22), a grande maioria da leveduras

retornou a sua morfologia original, indicando que a leséo foi reversivel.
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Figura 11 -Microscopia eletrdnica de transmissdo de célula ndo irradiada do Paracoccidioides brasiliensis. PE —

Parede Externa, P — Parede interna, N — nlicleo, Mem — Membrana Plasmatica, M — Mitocondria, V - Vacuolo
19.600x.

—t
278 nm

Figura 12- Microscopia eletrdnica de transmissdo da célula irradiada do Paracoccidioides brasiliensis com a dose de

6.5kGy. Nucleo da célula apresenta eletrodenso. 36.000x.
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Figura 13- Microscopia eletrénica de transmissdo da célula ndo irradiada do P. brasiliensis. P E — Parede Externa, P |

— Parede Interna, Mem — Membrana Plasmatica, M — Mitocondria, N — Ndcleo. A foto destaca as mitocondrias e a

parede celular com sua morfologia inalterada.62.600x.

Figura 14- Microscopia eletronica de transmissdo da célula irradiada com a dose de 6,5kGy do P. brasiliensis. P E —

Parede Externa, P | — Parede Interna, Mem — Membrana Plasmatica, M — Mitocondria 63.000x.
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Figura 16- Microscopia eletrénica de transmissdo da célula irradiada com a dose de 6,5kGy do P. brasiliensis. O

nacleo da célula apresenta-se com a forma de meia lua e bastante eletrodenso. 30.800x.
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Figura 17- Microscopia eletrénica de varredura das células ndo irradiadas do P. brasiliensis.
A - 2000x. B — 4000x.
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Figura 18- Microscopia eletrénica de varredura das células ndo irradiadas do P. brasiliensis.
A - 1000x. B — 2000x.
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Figura 19-Microscopia eletronica de varredura das células P. brasiliensis analisadas 2 horas apés a
irradiacdo com a dose de 6,5kGy. A - 2000x. B — 3000x.
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Figura 20- Microscopia eletrdnica de varredura das células P. brasiliensis analisadas 2 horas ap6s a irradiacdo com a

dose de 6,5kGy. A - 3000x. B — 1000x.
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Figura 21- Microscopia eletrénica de varredura das células P. brasiliensis analisadas 48 horas apés a irradiacdo com
a dose de 6,5kGy. A - 2000x. B — 2000x.
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Figura 22- Microscopia eletrénica de varredura das células P. brasiliensis analisadas 48 horas apés a irradiacdo com
a dose de 6,5kGy. A 2000x. B — 1000x.
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Figura 23- Monitoramento da viabilidade das leveduras de P. brasiliensis

A viabilidade foi acompanhada por um periodo de 30 dias utilizando o corante verde

Janus. Controle m, 6,5kGy @.
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A estabilidade das leveduras irradiadas foi monitorada através da analise da viabilidade
utilizando-se o corante verde Janus. A viabilidade celular foi acompanhada por um periodo de 30
dias. Os resultados estdo apresentados na figura —23. Pode-se verificar que a cultura de células

irradiadas com a dose de 6,5kGy retiveram a viabilidade durante o periodo de tempo analisado.

78



Capitulo VI - Discusséo

V1 - Discussao
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As células leveduriformes do Paracoccidioides brasiliensis, assim como a de outros
fungos, apresentaram uma radioresisténcia maior que a outros microrganismos e células de
mamiferos (SALEH et al.. 1988), uma vez que foi utilizada uma dose de varios milhares de grays
para incapacitar as células leveduriformes de se reproduzirem, e a dose letal para as células de

mamiferos é somente de poucos grays.

A causa dessa maior radioresisténcia, que depende da linhagem celular, ainda ndo esta
esclarecida, mas pode envolver um mecanismo mais eficiente de reparo do DNA dos danos
causados pelos raios gama. O fato de o P. brasiliensis apresentar poliploidia, possuindo muitos
nucleos e, em consequéncia muitas cdpias do seu conjunto de genes, pode também contribuir
para esta elevada radioresisiténcia. E conhecido que um dos fatores relacionados a resisténcia de
microrganismos a radiacdo € o numero de copias dos genes no seu DNA. Esse fato aumenta a
chance estatistica de pelo menos uma das cdpias sobreviver a acdo da radiacdo e continuar a

desempenhando suas funcdes.

A resisténcia a radiacdo gama de algumas espécies fangicas foi avaliada por Saley et al..
(1998). A dose que inativou a maioria das espécies ficou entre 1,7 e 2,5kGy, sendo que as
maiores doses para inativacdo foram das espécie Curvularia geniculata e C. lunata, que ficaram
entre 17 e 20kGy, respectivamente. Os valores estdo apresentados na tabela 3. A maior
resisténcia dessas espécies, segundo o autor, estaria relacionada ao fato apresentarem melanina na

parede celular.
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Tabela 3 —Resisténcia relativa de especies fungicas a irradiacdo gama

Espécies Taxa de dose de inativacdo (KGy)
Alternaria alternata 5115 - <13.9
Aspergillus flavus >2,5-<3,0

A. niger >1,7-<2,5

A. fumigatus >1,7-<2,5

A. parasiticus >1,7-<2,5
Cladosporium cladosporioides >6,0- <6,5
Curvularia geniculata >17- <20

C. lunata >17- <20

Fusarium solani >1,7-<2,5
Penicillium sp. >1,7-<2,5

Baseado em Saleh et al.. (1988).

A radiacdo gama age por duas vias: direta e indireta. A acdo direta decorre da
transferéncia da energia para a molécula alvo, provocando ionizacdo e alteracdo da estrutura
quimica, gerando alteracdo na funcdo bioldgica. Na acdo indireta, a forma mais frequente, a
radiacdo age pela interacdo com a agua do meio, molécula mais encontrada nos sistemas
bioldgicos, formando radicais livres. Esses radicais interagem com as moléculas bioldgicas,

alterando suas estruturas e fungdes, ampliando os efeitos da radiacao.

Os acidos nucléicos sdo as principais moléculas afetadas. As lesGes que podem ser
provocadas no DNA sdo: quebras simples e duplas da fita de DNA, altera¢cfes estruturais das
bases, eliminacdo das mesmas, anomalias na desoxirribose e ligacbes cruzadas (DNA-DNA ou
DNA-proteina). A tabela a seguir mostra os principais tipos de danos causados pela radiacao

gama no DNA de células de mamiferos, com uma estimativa de sua freqléncia.
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Tabela 4 - Danos causados pela radiacdo gama no DNA de células de mamiferos

1

Tipo de dano Numero de defeitos por célula por Gy
Quebra simples 1000
Danos nas bases 500
Dupla Quebra 40
Ligacdes cruzadas DNA - proteina 150

Baseado em LE et al., (1998) e POUGET et al., (1999).

Dentre os danos causados no DNA, as duplas quebras sdo os mais dificeis de serem

reparados, pois necessitam de um mecanismo de reparo mais complexo.

Duplas quebras nas fitas polinucleotidicas do DNA sdo, provavelmente, a causa da perda
da capacidade de reproducdo das leveduras irradiadas com 6,5kGy. Como demonstrado na
figura-8, a analise em gel de agarose do DNA das leveduras irradiadas mostrou que, na dose de
6,5kGy, este esta completamente fragmentado e que esta fragmentacdo ndo foi reparada. Esse
fato provoca paralisacdo do ciclo celular ou um desequilibrio na distribuicdo da cromatina entre
as células filhas, no momento da divisao celular, levando a perda de material genético essencial e
conseqiiente morte mitética (FAVAUDON, 2000) (FRANKENBERG et al., 1981) (RHIND et

al., 1998).

Contudo, os nossos resultados mostraram que essas lesdes no DNA ndo prejudicaram a
sintese de proteina. Provavelmente, a maioria dessas quebras ocorreram fora das regides de
operon, que representam uma fracdo menor do genoma, permitindo o funcionamento dos genes
até o momento da divisao celular, o que explica a retencdo da atividade metabdlica de sintese de

proteinas.

A perda da capacidade reprodutiva com a dose de 6,5kGy parece ser irreversivel.
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Nenhuma coldnia foi observada no experimento de plagueamento, mesmo quando foram
utilizados longos tempos de incubacdo (40 dias) e grandes inéculos (10 células). Além do mais,

nenhuma UFC foi recuperada dos camundongos infectados com levedura atenuada.

Contudo, o P. brasiliensis tém a capacidade de iniciar uma infeccdo apds periodos
prolongados de dorméncia, uma vez que pode haver persisténcia desses microrganismos, com
formacdo de um foco latente ou quiescente no hospedeiro (ANGULO — ORTEGA, 1972).
Existem relatos de pacientes que desenvolvem a doenca mais de uma década depois de abandonar
a zona endémica (BRUMER, 1993). Portanto, a hip6tese da levedura radioatenuada recuperar sua
capacidade de divisdo, apds longos periodos de incubacdo no hospedeiro, deve ser

cuidadosamente verificada e descartada, antes que possa ser utilizada em humanos.

Mas mesmo que, por motivos de seguranga, uma vacina radioatenuada de P. brasiliensis
nédo possa ser utilizada em seres humanos, ainda assim essa seria uma valiosa ferramenta para o
estudo da imunidade protetora na paracoccidioidomicose experimental em modelos animais.
Permitiria que 0os mecanismos que induzem e mantém a imunidade protetora, bem como 0s

antigenos protetores, pudessem ser melhor conhecidos.

Verificou-se que a viabilidade do fungo ap6s a atenuacdo com 6,5kGy foi preservada. A
permeabilidade seletiva da membrana plasmatica foi conservada como demonstrado pela
auséncia de incorporacdo do corante verde Janus, e pela integridade da membrana, quando
visualizada pela microscopia eletronica de transmissdo. O metabolismo oxidativo também foi
preservado, como indicado pela auséncia de coloragdo como azul de metileno. Em concordancia
com esse resultado, a microscopia eletronica de transmiss@o mostrou a presenca de mitocondrias
preservadas na levedura radioatenuada, embora apresentando cristas mitocondriais levemente

distorcidas.
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A dose 6,5kGy ndao modificou a expressdo dos antigenos conhecidos do P. brasiliensis,
como indicado no Western blot realizado com soro de pacientes com paracoccidioidomicose.
Esse é um resultado que delineia um cenario muito favoravel, indicando que o fungo
radioatenuado pode estimular o sistema imune do hospedeiro, no minimo, de maneira similar ao
fungo nativo. Assim, o fungo irradiado poderia ser uma ferramenta valiosa para a avaliacdo, se a

interacdo de antigenos multiplos é necesséria para uma resposta imune eficaz.

InfeccOes experimentais podem ser obtidas pela inoculagdo do P. brasiliensis em animais
de laboratdrio. Franco (1987) demonstrou que a suscetibilidade ao fungo é varidvel entre as
espécies e entre as racas de camundongos e que amostras diferentes do fungo podem ter diversos
graus de viruléncia. A andlise de atenuacdo da viruléncia foi realizada com dois grupos de
camundongos, Cs;BI/J6 (resistente) e Balb/c (susceptivel), que foram infectados com as leveduras
radioatenuadas e os resultados foram similares nos dois grupos. Nao foram recuperadas UFCs
dos tecidos dos camundongos infectados com o fungo irradiado. J& os controles infectados com a
cepa virulenta apresentaram grande quantidade de UFCs em todos os 6rgdos examinados, com

maior quantidade nos pulmades.

Os resultados demostraram que foi obtida a atenuagéo por irradiagdo gama das leveduras
do P. brasiliensis. A levedura perdeu a capacidade de reproducdo e, simultaneamente, a
viruléncia. Reteve, no entanto, a viabilidade, a atividade metabdlica e conservou o mesmo perfil
antigénico. A microscopia eletronica de varredura mostrou que as leveduras ficaram colabadas
apos a irradiacdo, mas esta alteracdo foi reversivel. Alteracdes morfoldgicas significativas foram
verificadas somente no nucleo celular e que provavelmente estdo relacionadas a perda da

capacidade reprodutiva.
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Uma vacina com estas caracteristicas é reconhecida pelo hospedeiro como um agente
viavel, porém sem o risco de uma infeccdo progressiva. Permite o estimulo simultaneo por vérios
antigenos que sdo apresentados sequencialmente ao hospedeiro como na infeccdo natural.

Permite, também, a sintese de antigenos que sdo produzidos somente durante a infec¢éo.

Portanto, a primeira fase deste trabalho estd concluida. As questdes que deverdo ser
respondidas na sequéncia serdo: verificar a eficacia protetora da vacina radioatenuada em ensaios
de protecdo, analisar as repostas imune celular e humoral desencadeadas, avaliar a estabilidade da
vacina verificando se o perfil antigénico é constante entre diversas preparagdes e verificar se a

viruléncia das leveduras radioatenuadas pode ser recuperada em animais imunodeprimidos.
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Com a dose de 6,5kGy, as leveduras de P. brasiliensis perdem sua habilidade reprodutiva,

mas permanecem viaveis e metabolicamente ativas.
As leveduras irradiadas permanecem viaveis por, pelo menos, 30 dias ap0s a irradiacao.
A dose 6,5kGy ndo afeta o metabolismo de sintese de proteinas das leveduras.
As leveduras radioatenuadas com a dose 6,5kGy secretam 40% menos proteinas.
A dose de 6,5kGy ndo modifica o perfil antigénico das leveduras.

As leveduras radioatenuadas ndo sdo capazes de provocar infeccdo, tendo sua a viruléncia

atenuada.

Com a dose de 6,5kGy, 0 DNA das leveduras se encontra fragmentado e esse dano néo é

reparado. Essa fragmentacdo é, provavelmente, a causa da perda da atividade reprodutiva.

A microscopia eletrénica de transmissdao mostrou alteracdes significativas no nucleo das

células irradiadas.

A microscopia eletrnica de varredura mostrou que as leveduras, imediatamente ap6s a
irradiacdo, apresentam-se colabadas e com abaulamentos na parede celular. Porém, essas lesdes

sdo reversiveis e essas recuperam a morfologia normal 48 horas apos a irradiacao.
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