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Resumo: Os fungos de importincia médica em geral podem ter morfologias diferentes durante o seu desenvolvimento. Este
fendmeno de variacdo morfolégica mais importante em micologia médica é o dimorfismo, que se caracteriza por ser um
processo reversivel. O dimorfismo € uma caracteristica fiingica que depende de alteragdes de temperatura e/ou nutrientes.
Estas favorecem a instalacio dos fungos e os ajudam a resistir as agressdes vindas do hospedeiro. No fungo
Paracoccidioides brasiliensis, o dimorfismo ndo € sempre dependente de temperatura, pois fatores nutricionais também
interferem nestes processos. Sendo assim, o objetivo do nosso trabalho é descrever os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos e caracterizados como essenciais para que a transicdo dimoérfica ocorra e contribua para a progressdo do
processo infeccioso.

Palavras-Chave: Dimorfismo, temperatura, nutrientes, fungos patogénicos, doencas infecciosas.

Cellular and molecular mechanisms involved in the transition dimorphic

process on human pathogenic fungi

Abstract: The fungi of medical importance in general may have different morphologies during its development. This
phenomenon of morphological variation more important in medical mycology is dimorphism, which is characterized by a
reversible process. The fungal dimorphism is a characteristic that depends on temperature changes and /or nutrients. These
favor the installation of fungi and help to resist the aggression coming from the host. In Paracoccidioides brasiliensis
dimorphism is not always dependent on temperature, as nutritional factors also interfere in these processes. Therefore, the
aim of our study is to describe the cellular and molecular mechanisms involved and characterized as essential for the
dimorphic transition occurs and contributes to the progression of the infection.

Keywords: Dimorphism, temperature, nutrients, pathogenic fungi, infectious diseases.
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A Transicio Dimorfica em Fungos
Patogénicos

A diferenciacdo celular € um processo
geral que pode ser observada desde organismos
mais simples até eucariotos superiores. Em
fungos dimoérficos, o processo de diferenciacao
celular pode promover a formacdo de varias
estruturas como, por exemplo, a formagdao de
esporos, a transicdo da forma de micélio para
levedura ou, ainda, a formacao de estruturas de
infeccdo, tais como apressOrios em fungos
fitopatogénicos.

O dimorfismo €é um processo de
adaptacdo a mudangas ambientais observado
em diversos fungos patogénicos ou ndo. Essa
adaptacdo implica na transformacdo de células
filamentosas (hifas ou pseudohifas) em células
leveduriformes. Em alguns fungos o processo
inverso também ¢é possivel, como em
Saccharomyces cerevisiae. Esses fungos t€m a

diferenca da temperatura como principal fator

da mudanca de suas formas (Daher, 2005a).

A familia Ascomicota possui seis
espécies de fungos dimoérficos
filogeneticamente relacionados: Blastomyces
dermatitidis, Coccidioides immitis,
Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides

brasiliensis, Sporothrix schenkii e Penecillium
marnefiii. Esses patdgenos sdo capazes de se
converterem da forma ndo patogénica do solo
(hifas) para a patogénica leveduriforme nos

pulmdes de humanos ou de outros hospedeiros
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mamiferos. A importancia bioldgica dessa fase
de transicdo € exatamente requerida para
viruléncia dos mesmos. O morfotipo das células
fungicas encontradas no ambiente diferem do
morfotipo de levedura patogénica ndo somente
no perfil ou aspecto celular, mas também na
composicdo da parede celular, da presenca de
moléculas antigénicas e na expressdo de fatores
de viruléncia. Adicionalmente, as células se
adaptam a mudancas da temperatura ocorrendo
multiplas mudangas na composi¢do lipidica da
membrana plasmdtica no qual se did o
remodelamento e reorganizacdo da membrana

(Nemecek et al, 2006).

Na transigdo  dimorfica  ocorrem
expressoes de genes especificos para viruléncia
e patogenicidade. Genes estagio-especificos sao
necessdrios para a manuten¢do da forma, bem
como para a adaptacdo as novas condig¢des
ambientais. Por isso, a identificacdo de genes
diferencialmente expressos em fungos é de
fundamental importancia para uma melhor
compreensdo dos mecanismos moleculares
envolvidos no dimorfismo (Tebbets & Klein,
2007).
As mudancas ambientais,
principalmente a temperatura, resultam em
mudancas da forma do fungo encontrada no
solo e da infectante, leveduriforme. Em
B.dermatitidis, as andlises revelaram que essa
ocasionou aumento  do

mudancga um

componente da parede celular, o a-1,3-glucana,
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e a diminuicdio de [-1,3-glucana, também
componente desta parede. Na maioria dos
fungos patogénicos, como também o H.
capsulatum e P. brasiliensis, o nivel de a-1,3-
glucana se relaciona com a viruléncia do fungo.
Ainda em B.dermatitidis, foi detectado que
somente na fase de levedura, infectante, que ha
expressdo da proteina BADI( formalmente
denominada WI-1). Essa proteina se liga a
actina na parede celular do fungo funcionando
como uma molécula de adesdao na superficie,
sendo um essencial fator de viruléncia. Esta
molécula se liga a receptores tipo 3 e CD4 dos

macré6fagos e tecido dos pulmdes no hospedeiro
(Nemecek et al, 2006).

O gene agsl que codifica para a enzima

o-1,3-glucana  sintase  responsdvel  pela
producdo do polimero a-1,3-glucana foi
silenciado, em H.capsulatum, por interrup¢ao
da sua expressdo através de silenciamento do
gene com RNA de interferéncia. Os estudos
demonstraram que um prejudicial crescimento
das leveduras em macréfagos, in vitro, foi
significante e habilidades de

que suas

colonizagdo nos pulmodes de ratos foram
também diminuidas. Além disso, somente na
fase de levedura patogénica, hid expressdo de
uma protefna que se liga ao calcio denominada
CBPI1, sendo essencial no crescimento de suas
células nos macréfagos in vitro e sobrevivéncia
no hospedeiro e patogenicidade in vivo. Produz

ainda outra proteina que nio € produzida na
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fase de micélio que é a YPS3, localizada na
parede celular. O resultado do experimento que
interrompeu a expressdo dessa proteina por
RNA de interferéncia, foi o significante
crescimento prejudicado desse fungo nos
pulmdes e baco de murinos, indicando que a

expressio € requerida para viruléncia (Nemecek

et al, 2006).

Em Coccidioides immitis a identificacao
de uma adesina fase especifica parasitica foi
alcancada na procura por moléculas de
viruléncia. A SOWgp é essa adesina presente
nos esporos de C.immitis que se liga as
proteinas da matriz extracelular das células
hospedeiras sendo importante tanto para
sobrevivéncia quanto para sua patogénese. Em
Penecillium marnefiii a peroxidase catalase foi
encontrada e se relaciona a uma maior
expressdo na fase de levedura do fungo devido
a necessidade de possivel degradacdo do
peroxido de hidrogénio no qual o fungo é mais
exposto durante a transicdo dimorfica. Foram
identificados genes envolvidos no metabolismo
de sulfuricos sendo altamente regulados na fase
leveduriforme. Esse foi um grande trunfo
devido a estudos recentes demonstrarem que 0s
metabdlicos  sulfurados sdo de grande
importancia para o estado morfolégico de
H.capsulatum e de outros fungos dimorficos
(Nemecek et al, 2006).

Em P. brasiliensis o estudo dos

transcritos mais expressos nas diferentes formas
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do fungo levou a um perfil analisado do
trancriptoma do fungo. Foram identificados 328
genes diferencialmente expressos durante a fase
de transicdo sendo 58 na fase miceliana e 270
na leveduriforme. Esses genes altamente
regulados estdo envolvidos com ciclo celular,
resposta a estresses, resisténcias a drogas e vias
de transducdo de sinal (Tebbets & Klein, 2007).

Recentemente foi descoberto um
regulador global responsédvel pelo dimorfismo e
viruléncia de B.dermatitidis e H. capsulatum
chamado Hibrido Histidina Kinase (DRKI).
Esse modulador foi requerido para a fase de
transicdo do fungo — fase ndo patogénica para
patogénica — tendo influéncia na expressdo de
genes de viruléncia e na patogenicidade in vivo

(Nemecek et al, 2006).

O Dimorfismo em P. brasiliensis: uma
andlise rigorosa e uma compreensao

mais ampla

O fungo P. brasiliensis apresenta
dimorfismo térmico, ou seja, a caracteristica de
alternar-se entre duas formas morfolégicas, em
resposta a ambientes hostis. O dimorfismo €
considerado um mecanismo de defesa
importante para a adaptacdo de fungos as
condi¢Oes adversas do hospedeiro humano, a
invasdo de tecidos e ao estabelecimento da
doenca (Kurokawa et al., 1998; San-Blas et al.,

2002).
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A temperatura € um dos estimulos mais

notérios no dimorfismo do fungo P.
brasiliensis, que se apresenta como micélio a
22°C-25°C e como levedura a 35°C-37°C (San-
Blas, 2002). Fatores nutricionais também
podem interferir no processo dimérfico de P.
brasiliensis. A adi¢do de soro fetal bovino a
meio de cultura complexo e quimicamente
definido permitiu preservar a expressao
fenotipica de leveduras, a 25° C (Villar et al,
1988). Outro fator que foi relacionado ao
dimorfismo de P. brasiliensis é a presenca do
hormoénio feminino 17-B-estradiol. O horménio
inibe in vitro e in vivo a transicdo de micélio
para levedura, de maneira dose-dependente,
sendo esse fato relacionado como possivel fator
de protecdo a infeccdo em mulheres (Restrepo
et al., 1984; Sano et al., 1999).

Silva et al., (1994) caracterizaram in
vitro o processo de diferenciacdo do isolado
Pb01 (ATCC-MYA-826), e demonstraram que
a diferenciacdo de micélio para levedura, e o
em 20 e 15 dias,

inverso, ocorrem

respectivamente, apdés a alteracdo da
temperatura de cultivo. Em ambos, ocorre um
periodo de laténcia que se d4 entre 48-72 horas,
atingindo 70-80% de diferenciacdo no décimo
dia, o que caracteriza o processo de dimorfismo
in vitro de P. brasiliensis como sendo lento e
gradual.

Visto que a eficiéncia de instalacdo de
P. brasiliensis no hospedeiro se da pela

transicdo da forma miceliana (infectante), para
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a leveduriforme (patog€nica), o estudo de

genes/proteinas com expressdo diferencial
durante a transicao dimoérfica do fungo, foi alvo
de estudo de diferentes grupos. Nesse sentido,
Silva et al. (1994), avaliaram a transi¢@o celular
no isolado Pb01, caracterizada por alteragdes na
sintese de proteinas durante os estidgios iniciais
do processo de diferenciagdo. Cunha et al.
(1999), detectaram proteinas diferencialmente
expressas em P. brasiliensis. Particularmente,
destacam-se a PbM46 similar a enolases (46
kDa, presente em maior quantidade na fase
miceliana) e PbY20 (proteina de 20 kDa
presente somente na fase leveduriforme). O
codificante PbY20 foi

gene para a

caracterizado; a andlise comparativa da
seqliéncia deduzida de aminodcidos mostrou
identidade alta da PbY20 com flavodoxinas,
que sdo proteinas que se ligam a coenzima
FMN (flavina mononucleotideo), transferindo
elétrons (Daher et al., 2005b).

Fonseca er al. (2001), através de estudos
de imunoprotedmica, caracterizaram seqiiéncias
parciais de aminoécidos dos antigenos catalase,
malato

frutose-1-6-bifosfato aldolase,

desidrogenase, triose fosfato isomerase e
gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase, todos
preferencialmente ~ expressos na  forma

leveduriforme de P. brasiliensis. Os genes
correlatos foram posteriormente caracterizados
e, como previsto, apresentaram expressdo
diferencial durante a transicdo dimorfica do

fungo (Moreira et al., 2004; Pereira et al., 2004;
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Barbosa et al., 2004; Carneiro et al., 2005).
Além disso, os genes codificantes das proteinas
HSP70 (Silva et al., 1999), HSP60 (Salem-
Izacc et al., 2001), ClpB (Jesuino et al., 2002),
manosiltransferase (Costa et al., 2002),
apresentam baixos niveis de expressao na forma
miceliana, quando comparados com a forma de
levedura de P. brasiliensis, sugerindo que estas
proteinas sejam necessdrias para sobrevida do
fungo nas condi¢des térmicas do hospedeiro e
que possam desempenhar papel na morfogénese
de P. brasiliensis.
O Projeto Genoma Funcional e
Diferencial de P. brasiliensis, desenvolvido por
pesquisadores da regido Centro-Oeste do Brasil,
resultou no seqiienciamento de 6.022 genes
expressos nas fases miceliana e leveduriforme
do isolado Pb01, possibilitando a detec¢do de
genes diferencialmente expressos (Felipe et al.,
2003; 2005). A diferenciacdo celular em P.
brasiliensis requer mudanca na temperatura, o
que pode ser associado com a resposta ao
estresse. Dessa forma, foram identificados 48
transcritos codificando chaperonas ou proteinas
envolvidas no processo de estresse, sendo oito
desses transcritos diferencialmente expressos. A
andlise do transcriptoma também revelou
alguns provdveis componentes das vias de
sinalizacdo e seqiiéncias génicas consideradas
como potenciais alvos para drogas antiftingicas
em P. brasiliensis, ndo possuindo nenhum
homoélogo no genoma humano, como: quitina

deacetilase, isocitrato liase e a-1,3-glicana
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sintase, todos preferencialmente expressos na
fase leveduriforme.

Outro projeto Genoma Funcional foi
desenvolvido por pesquisadores do Estado de
Sdao Paulo, que identificaram 4.692 genes do
isolado Pb18. Através da andlise de ESTs,
Goldman et al. (2003), identificaram varios
genes potenciais de viruléncia em P.
brasiliensis homologos a C. albicans. Os genes
da via de transdugdo de sinal foram implicados
na transicdo dimorfica. A identificacdo de
alguns genes de P. brasiliensis homologos aos
genes envolvidos na via de transducdo de sinal
e relacionados a viruléncia de C. albicans,
sugere que esta via possa estar atuando em P.
controlando a

brasiliensis, provavelmente

diferenciacdo celular. Marques et al. (2004),

utilizando  biblioteca de  subtracdio e
microarranjos, identificaram genes
preferencialmente expressos na fase

leveduriforme de P. brasiliensis (isolado Pb18),
proporcionando maiores informacdes acerca da
patobiologia deste fungo. Dentre os genes
identificados como diferencialmente expressos
estdo a-1,3-glucana sintetase, enzima
relacionada ao metabolismo de parede celular;
ERG25 que codifica uma C-4 esterol metil
oxidase e atua no primeiro passo enzimdtico da
sintese de ergosterol em fungos, além de genes
envolvidos no metabolismo de enxofre, tais
como metionina permease. A andlise do
transcriptoma de P. brasiliensis durante a

transicdo dimorfica € atualmente objeto de

110

estudo de pesquisadores (Nunes et al., 2005;
Bastos et al., 2007).
Nunes er al. (2005), através de
microarranjos de DNA, avaliaram a expressao
de genes de P. brasiliensis durante a transicao
de micélio para levedura. Nesse estudo foram
identificados varios genes diferencialmente
expressos durante a transicio morfoldgica.
Estdo inclusos entre esses, genes que codificam
enzimas envolvidas no metabolismo de
aminodcidos, transducdo de sinal, sintese de
proteinas, metabolismo da parede celular,
estrutura do genoma, resposta ao estresse
oxidativo, controle do crescimento e
desenvolvimento do fungo P. brasiliensis.
Durante a transicdo da fase miceliana para
leveduriforme de P. brasiliensis verificou-se a
expressao alta do gene que codifica para uma 4-
hidroxil-fenil-piruvato dioxigenase (4-HPPD),
proteina  envolvida no catabolismo de
aminodcidos. Este gene pode ser inibido pela
adi¢do de NTBC [2-(2-nitro-4-
trifluorometilbenzoil)-ciclohexane-1,3-dione],
assim como por seus derivados. A inibi¢do de
4-HPPD provoca o bloqueio do crescimento e
da diferenciacdo para a fase leveduriforme do
fungo in vitro.
A via da biossintese do enxofre foi
amplamente estudada em fungos (Marzluf,
1997; 1997;

Thomas &  Surdin-Kerjan,

Paszewski er al., 2000). Recentemente, a
andlise da expressdo de genes envolvidos na

utilizacdo de enxofre foi realizada em P.
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brasiliensis (Andrade et al., 2006; Ferreira et
al., 2006). Neste estudo, os pesquisadores
caracterizaram a expressdo de cinco genes
envolvidos no metabolismo do enxofre (CDII-
cisteina dioxigenase, MEP1-metionina
permease, CHSI1-colina sulfatase, APS1-APS
kinase, SURI-sulfito redutase) e avaliaram o
acimulo de RNAm destes genes durante a
transicdo de micélio para levedura e
crescimento da fase leveduriforme. Todos os
cincos genes avaliados neste  estudo
apresentaram um alto acimulo de RNAm
durante a transicdo dimorfica e durante o
crescimento da fase leveduriforme, sugerindo
que nestas situacdes estdo  ocorrendo
mobilizacdo e armazenamento de enxofre, além
da ativacdo da via de assimilacdo inorganica.
Os autores sugerem que, embora P. brasiliensis
ndo use enxofre inorganico como unica fonte
para iniciar a transicdo e o crescimento da fase
leveduriforme, este fungo pode de algum modo,
utilizar ambas, as vias orgadnica e inorganica
durante o processo de crescimento. Estes
estudos forneceram novas informacdes sobre o
comportamento transcricional de varios genes
envolvidos no metabolismo do enxofre.

O perfil transcricional de P. brasiliensis
durante a diferenciacdo morfoldgica de micélio
para levedura foi avaliado por Bastos et al.
(2007). Virios genes potencialmente
relacionados com a sintese de membrana e
parede celulares mostraram-se aumentados

durante a diferenciacdo celular de micélio para
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levedura apds 22 horas de indugdo da transicao,
sugerindo que P. brasiliensis favorece o
remodelamento da membrana e de parede
celulares nos estdgios iniciais da morfogénese.
Neste estudo, genes envolvidos na via de
assimilagdo do enxofre como a sulfito redutase,
durante a

mostraram-se SUpEerexpressos

transicdo, sugerindo o envolvimento do
metabolismo do enxofre durante o processo de
diferenciacdo em P. brasiliensis, como descrito
anteriormente. Durante a transicdo também foi
verificada a presenca de enzimas que
participam do ciclo do glioxalato, como a
isocitrato liase, malato desidrogenase, citrato
sintase e aconitase. A presenca destes
transcritos durante a diferenciacdo indica que
esta via € funcional durante esse processo.
Também foram identificados genes envolvidos
em vias de transducdo de sinal tais como
MAPK, serina/treonina quinase e histidina
quinase, sugerindo que a transicdo morfolégica
em P. brasiliensis ¢ mediada por vias de
transducdo de sinal que controlam a adaptacao
ao ambiente para a sobrevivéncia e adaptacdo
do fungo dentro do hospedeiro.

Com o objetivo de estudar genes
possivelmente envolvidos na adaptacdo e
sobrevivéncia de P. brasiliensis no hospedeiro
(20006),

Diferenca

durante a infeccdo, Baildao et al.
utilizaram a  Andlise  de
Representacional de cDNA (cDNA-RDA) para
identificar genes de P. brasiliensis induzidos

durante o processo infectivo e em condicdes
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que mimetizam a via hematoldogica de
disseminacdo fungica. No modelo de infeccao
experimental foi observada a alta frequéncia do
transcrito zrtl (zinco/ferro permease). O mesmo
foi observado para o transcrito ctr3, codificando
um transportador de cobre de alta afinidade,
que sugere a exigéncia de uma permease
cobre/ferro para o transporte do Fe. Em adicao,
o transcrito codificante para a glutamina sintase
(glnl) foi fortemente induzido apds incubagdo
com sangue humano sugerindo que a
remodelacdo na parede/membrana celular possa
ser um dos meios pelos quais P. brasiliensis
responda as mudancas de osmolaridade externa
encontrada pelo fungo na via de disseminacao
sanguinea.

Baildo et al. (2007), analisaram genes
preferencialmente expressos em leveduras de P.
brasiliensis tratadas com plasma humano,
simulando assim sitios de

Foi

infeccdo, com

inflamagao. observado um aumento
significativo na expressdao de transcritos super
regulados, associados com a degradacdo de
acido graxos, sintese de proteinas envolvidas no
remodelamento da parede celular e sintese de
relacionadas  a

proteinas mudanca de

osmolaridade. Assim como na incubagdo com

z

sangue, a glutamina sintase também € super
expressa na condi¢do de incubagio com plasma,
reforcando a hipdtese ja descrita anteriormente
de que a super expressdo desta enzima esteja
ligada ao aumento da sintese de quitina que

ocorreria durante o estresse osmoético. As
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andlises comparativas dos perfis de genes super
regulados durante a incubacdo com plasma e
com sangue demonstraram que
aproximadamente 16,6% dos transcritos super
regulados encontrados no fungo quando na
presenca de plasma humano ndo estavam
presentes no sangue, sugerindo a influéncia das
células sanguineas no perfil transcricional
previamente descrito por Baildo er al. (2006).
Tavares er al. (2007), realizaram
experimentos de hibridizacdo em microarranjos
de DNA, nos quais foi possivel definir
transcritos de P. brasiliensis, isolado PbO1,
internalizados em macréfagos de origem
murina. Este fungo possui inimeros processos
adaptativos ao hospedeiro em resposta a
fagocitose. Apds a internalizagdo, o patdgeno
promove adaptacdo metabdlica induzindo a
expressdo de genes da biossintese de
aminodcidos, especificamente genes envolvidos
na biossintese de metionina, além de diversos
genes relacionados ao estresse como, por
exemplo, a superéxido dismutase 3, Hsp60 e
QCRS (subunidade do citocromo oxidase c).
Recentemente, o transcriptoma de P.
brasiliensis, fase leveduriforme, recuperado de
figado de animais experimentais (camundongos
B10) foi descrito por Costa et al. (2007). Foram
seqiienciadas 4.932 ESTs no processo infectivo,
sendo 37,47% relacionadas a novos genes e
23,75% pertencentes a genes SUpEr expressos.
Os genes identificados foram categorizados em

processos metabdlicos, transporte celular e
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energia. Do total de ESTs geradas neste estudo,
65,53% das seqiiéncias identificadas, também
estavam presentes no transcriptoma de levedura
e micélio de células obtidas de cultura in vitro,
descrito por Felipe et al. (2005). A
demonstragdo do perfil génico das células
leveduriformes de P. brasiliensis recuperadas
de animais infectados é um requisito essencial
para o estudo do genoma funcional de modo a
esclarecer os mecanismos de patogenicidade e

viruléncia fungica.

Conclusao

A mudanca morfolégica das formas
fingicas ndo-patogénicas para as patogénicas,
leveduriformes, € essencial para a viruléncia
dos fungos aqui apresentados, ou seja, fungos
dimorficos patogénicos. Essa mudanca permite
que o fungo se adapte as condi¢des ambientais
das células hospedeiras e tenha sucesso na
propagacdo da doenga. Genes de viruléncia sdo
ativados e proteinas especificas, mais expressas.
Atualmente, muitos desses genes e proteinas
ttm sido estudados permitindo melhor
entendimento dos processos patogé€nicos desses
microrganismos, além do aperfeicoamento de
novas ferramentas em biologia molecular, tais
como: as técnicas de manipulacdo génica, RNA
de interferéncia e microarranjos. Assim, esses
estudos tém sido alvos potenciais na obtencao
de novos farmacos antiflingicos, pois pesquisas

nessa drea, além de contribuirem na exploracao
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da diferenciacdo celular desses patégenos em
seus hospedeiros, aumentam o conhecimento
dos genes e a caracterizacdo funcional das suas
proteinas, presumindo a funcdo das mesmas
durante o processo de instalacdo e manutencao

da infeccao.
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