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ARCOS, Janneth Josefina Escobar. Avaliacdo da infec¢cdo por paracoccidioides
brasiliensis (pb-18) e paracoccidioides lutzii (Idr-2) no modelo de galleria
mellonella. 2018. 68 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) - Universidade
Estadual de Londrina, Londrina-PR. 2018.

RESUMO

A Paracoccidioidomicose (PCM) causada pelo fungo dimérfico do género
Paracoccidioides, é uma das micoses sistémicas mais importantes da América
Latina. Por muito tempo, o fungo Paracoccidioides brasiliensis foi considerado como
anico agente causal da PCM, mas recentemente foi introduzida a nova espécie P.
lutzii também como agente da doenca. Varios modelos foram empregados na
tentativa de simular a PCM humana, e o mais empregado tem sido o modelo murino.
Modelos invertebrados como as larvas de G. mellonella foram introduzidas
recentemente como uma alternativa para investigar esta infeccdo. Com o objetivo de
avaliar as interacdes patdgeno-hospedeiro na infeccao por P. brasiliensis e P. lutzii
no modelo de G. mellonella, foram analisadas curvas de sobrevivéncia, quantificacao
de melanizacdo, densidade de hemdcitos e ensaio de fagocitose. Investigamos a
capacidade de leveduras da espécie P. lutzii para formar biofilme in vitro. O presente
trabalho é o primeiro estudo de biofilme in vivo de P. brasiliensis e P. lutzii em
infeccdes experimentais entre células de biofilmes e células planctonicas. As curvas
de sobrevivéncia foram determinadas com trés diferentes concentragdes (5x10°
2.5x10°% 1x10° células/larva) de P. brasiliensis (Pb18) e P. lutzii (LDR2). Para a
determinacdo da densidade de hemdcitos na hemolinfa, as larvas foram inoculadas
com (5x10° células/larva) e a hemolinfa foi recolhida 2, 4 e 8 h apés infeccéo,
seguida de contagem de hemdcitos totais. Para biofilmes, foi utilizada uma placa de
microtutulacdo de 24 pocos com P. brasiliensis (Pbl8) e P. lutzii (LDR2) na
concentracdo de 1x10® células/mL durante 7 h, 48, 96 e 144 h e, a biomassa total
determinada pela coloracdo de cristal violeta. Para a quantificacdo da melanizacao,
a hemolinfa das larvas foi coletada 4 e 12 horas pés-infeccdo. Para o ensaio de
fagocitose in vitro, os hemacitos e as leveduras foram coradas com MayGrinwald-
Giemsa apo6s 1 h de incubagéo a 37 ° C com 5% de CO,. A andlise da curva de
sobrevivéncia mostrou que, para P. brasiliensis e P. lutzii, 2 a 3 dias foram o tempo
necessario para atingir 50% de morte (TDsgy), € diferentes niveis de viruléncia de
ambas espécies foram encontrados neste modelo (p<0,05). A morte das larvas foi
dependente do numero de células/larva injetadas. A quantificacdo da melanizacao
indicou diferencas significativas entre as larvas inoculadas com P. brasiliensis (Pb-
18) e P. lutzii (LDR2) apds 4 e 12 h poés-infeccdo, e o acimulo de melanina na
hemolinfa aumentou ao longo do tempo. A densidade de hemdcitos diminuiu apos 2
horas de infeccdo e esta diminuicdo permaneceu quase inalterada apos 4 e 8 h de
infeccdo em relacdo ao grupo controle, porém sem diferenca significativa entre os
dois fungos. O ensaio de fagocitose in vitro mostrou que as células granulares e os
plasmatocitos foram capazes de fagocitar estas células de levedura. As infeccdes
experimentais entre células plancténicas e biofilmes demonstraram que as células
do biofilme de ambas espécies de fungos induziram a morte de 100% das larvas no
periodo de observagdo. Nossos dados confirmam diferentes niveis de viruléncia de
ambas espécies com base nas curvas de sobrevivéncia e na quantificacdo da
melanizacdo. As leveduras das duas espécies foram fagocitadas pelas células



granulares e os plasmatocitos in vitro. Demostramos a capacidade de leveduras do
género P. lutzii para formar biofilme in vitro. As infec¢cdes experimentais em larvas de
G. mellonella com células de biofilme mostraram-se mais virulentas do que as
células planctbnicas. Estudos adicionais sdo necessarios para determinar o papel
desses biofilmes in vivo envolvidos na morte prematura das larvas.

Palavras-chave: Hemacitos. Virulence. Resposta imune. Biofilme.
Paracoccidioidomicose.  Fagocitose. G. mellonella. P.
brasiliensis. P. lutzii
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ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) caused by the dimorphic fungus of the genus
Paracoccidioides, is one of the most important systemic mycoses in Latin America.
For a long time, the fungus Paracoccidioides brasiliensis was known as the agent of
PCM, but recently the new species P. lutzii was also introduced as agent of the
disease. Several models were employed in the attempt to simulate human PCM, and
the most used model has been the murine model. Invertebrate models such as G.
mellonella larvae were recently introduced as an alternative to investigate this
infection. With the aim of evaluated host-pathogen interactions in P. brasiliensis and
P. lutzii infection in G. mellonella model, was assessed by survival curves,
melanization quantification, hemocytes density, and phagocytosis assay. We
investigated the ability of P. lutzii yeasts to form biofilm in vitro. The current paper is
the first study of Paracocciodiodes spp. biofilms in vivo experimental infections
between biofilms and planktonic cells. The survival curves were determined with
three different concentrations (5x10° 2.5x10° 1x10° yeast cells/larva) of P.
brasiliensis (Pb18) and P. lutzii (LDR2). For the determination of the hemocyte
density in the hemolymph, the larvae were inoculated with (5x10° cells/larvae) and
the haemolymph collected 2, 4 and 8 h after infection, followed by counts of total
hemocytes. For biofilms, a 24-well polystyrene microtiter plate was used with P.
brasiliensis (Pb18) and P. lutzii (LDR2) at the concentration of 1x10° yeast cells/mL
for 7 h, 48, 96 and 144 h and, the total biomass determined by the crystal violet
staining. For melanization quantification the haemolymph of larvae was collected at 4
and 12 h post-infection. For in vitro phagocytosis assay the hemocytes and yeast
cells were stained with MayGrinwald-Giemsa after 1 h of incubation at 37°C with 5%
CO.. An analysis of the survival curve showed that, for P. brasiliensis and P. lutzii, 2
to 3 days were the time necessary to reach 50% Kkilling (TDsgw), and different
virulence levels of both species were found in this model (p<0.05). The killing of the
larvae depended on the number of cells/larva injected. The quantification of
melanization indicated significant differences between larvae inoculated with P.
brasiliensis (Pb-18) and P. lutzii (LDR2) after 4 and 12 h post-infection, and the
accumulation of melanin in the haemolymph has increased over time. The hemocytes
density decreased after 2 hours of infection and this decrease was remained almost
unchanged after 4 and 8 h of infection in relation to the control group, however with
no significant difference between the two fungi. The in vitro phagocytosis assay
showed that granular cells and plasmatocytes were able to phagocytize this yeast
cells. The experimental infections between bioflms and planktonic cells,
demonstrated that biofilm cells induced the 100% larvae death within the observation
period for both strains. Our data confirm different virulence levels of both species
based on the survival curves and the melanization quantification. The yeast cells of
both species were phagocytosed by granular cells and plasmatocytes in vitro. We
demonstrated the ability of P. lutzii yeasts to form biofilm in vitro. The experimental
infections in G. mellonella larvae with biofilm cells showed more virulent than



planktonic cells. Additional studies are needed to determine the role of these biofilms
in vivo involved in the premature death of the larvae.

Keywords: Hemocytes. Virulence. Immune response. Biofilm.
Paracoccidioidomycosis. Phagocytosis. G. mellonella. P. brasiliensis. P.
lutzii.
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1 INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica causada
por fungos do género Paracoccidioides (FRANCO, 1987; TEIXEIRA et al., 2009). A
doenca esta geograficamente restrita as areas subtropicais da América Latina (do
sul do México até o norte da Argentina) com uma alta prevaléncia no Brasil,
Colébmbia e Venezuela. Os casos importados diagnosticados na América do Norte,
Europa e Asia representam pacientes que viviam anteriormente em areas
reconhecidamente endémicas para PCM (BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO,
1993; RESTREPO; GOMEZ; TOBON, 2012; SAN-BLAS; NINO-VEGA; ITURRIAGA,
2002).

Com o0s avangcos das técnicas moleculares, 0 género
Paracoccidioides foi classificado no filo Ascomycota, ordem Onygenales, familia
Onygenaceae stricto senso que engloba o grupo monofilético Ajellomyces, que inclui
0s géneros anamorfos Blastomyces, Emmonsia, Histoplasma e Paracoccidioides
(BAGAGLI et al., 2008; UNTEREINER et al., 2004). Paracoccidioides spp. apresenta
duas formas: a forma micelial, encontrada na natureza a uma temperatura de 25°C;
e a forma leveduriforme encontrada em culturas e nos tecidos do hospedeiro a 37°C
(LACAZ et al., 2002).

Quando os propéagulos infecciosos (fragmentos de hifas ou conidios)
séo inalados, sdo depositados nos pulmdes e se diferenciam para forma de levedura
devido a temperatura de 37°C do hospedeiro (SAN-BLAS; NINO-VEGA;
ITURRIAGA, 2002). A PCM pode comprometer qualquer érgéo, aparelho ou sistema,
sendo os locais anatdbmicos mais afetados os pulmdes, mucosa oral, 6rgdos
linfoides, pele, laringe, intestino, baco, sistema nervoso central, ossos e articulagdes
(BELLISSIMO-RODRIGUES et al., 2013; BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO,
1993). Baseada na historia natural, a PCM é classificada como PCM infec¢cdo e PCM
doenca. A PCM doenca esta subdividida em forma aguda/subaguda juvenil; sendo
responsavel por 3 a 5% dos casos da doenca, predominando em criancas e
adolescentes, mas podendo eventualmente, acometer individuos até os 35 anos de
idade, e forma crbénica na qual se reportam a maioria dos casos de 74% a 96%, o
que tipicamente se manifesta em adultos entre 30 e 60 anos de idade (propor¢cao

entre homens e mulheres: 22:1); e a forma residual que sdo manifestacdes clinicas
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das alteracbes anatdomicas e funcionais observadas apds o tratamento com PCM
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

A PCM representou a oitava causa de mortalidade por doenca
crdnica, entre as infecciosas e parasitarias, e a mais elevada taxa de mortalidade
1,45/milhdo de habitantes entre as micoses sistémicas no Brasil, no periodo de
1980-1995 (COUTINHO et al., 2002). Sendo assim considerado um importante
problema de saude publica, embora ndo seja uma doenca de notificacdo obrigatoria,
e ndo existam dados precisos sobre sua incidéncia. A espécie Paracoccidioides
brasiliensis foi considerado como o Unico agente causal da PCM, mas uma nova
espécie foi identificada dentro do género Paracoccidioides e foi denominada;
Paracoccidioides lutzii (Pb01- like). Essa espécie € endémica para a regido Centro-
Oeste do Brasil, mais especificamente, para os estados de Mato Grosso e Goias
(TEIXEIRA et al.,, 2009, 2013), mostrando assim a necessidade de conhecer a
interacdo patdgeno-hospedeiro que finalmente leva ao desenvolvimento da infeccéo.

Consequentemente, modelos murinos foram utilizados para estudar
as interagbes fungo-hospedeiro de P. brasiliensis e P. lutzii, demostrando uma
diferenca nos seus padrfes de viruléncia (MOLINARI-MADLUM; FELIPE; SOARES,
1999), diferencas na morfologia, resposta imune induzida e patologia (SIQUEIRA et
al., 2016). Estes resultados abriram perspectivas para novos estudos clinicos,
incluindo mais isolados deste género que podem resultar em consequéncias
significativas para as manifestacdes clinicas, diagnostico e tratamento desta doenca.

Os hospedeiros ndo mamiferos tém sido usados para estudar as
interagdes fungo-hospedeiro, e Galleria mellonella proporciona mais vantagens em
comparacdo com outros hospedeiros invertebrados que justificam seu uso como
modelo de infeccdo: as larvas podem ser mantidas sob varias condi¢cdes de
temperatura variando de 25°C a 37°C, mdultiplas opg¢bes para inoculacdo do
patdégeno, e o estudo da patogénese fungica produz resultados comparaveis aqueles
obtidos em camundongos (BORGHI et al., 2014; BRENNAN et al., 2002; FUCHS;
MYLONAKIS, 2006). Quando comparados com hospedeiros mamiferos, as larvas de
G. mellonella apresentam baixo custo, facil reproducdo em grande escala,
manutencdo relativamente simples em laboratério, representa uma reducdo
significativa no tempo de obtencao de resultados e sem as restricdes legais ou éticas
(KAVANAGH; FALLON, 2010; MYLONAKIS, 2008).

Em contraste com os mamiferos, G. mellonella possui um complexo
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sistema imune inato dividido em respostas de defesa celular e humoral
(HOFFMANN, 1995; LAVINE; STRAND, 2002). A primeira resposta € baseada em
células sanguineas ou hemacitos, que estdo envolvidos na fagocitose, nodulacédo e
encapsulacdo (HILLYER, 2016; KAVANAGH; REEVES, 2004; LAVINE; STRAND,
2002). Nos processos de resposta humoral, trés reacbes Iimediatas sao
desencadeadas: melanizacdo, coagulacdo da hemolinfa e sintese de peptideos
antimicrobianos (LAVINE; STRAND, 2002; VILMOS; KURUCZ, 1998).

A forma larval do inseto Galleria mellonella foi empregada para
estudar fungos patogénicos como Aspergillus fumigatus (REEVES et al., 2004),
Aspergillus terreus (MAURER et al., 2015), Candida spp. (BRENNAN et al., 2002),
Cryptococcus neoformans (MYLONAKIS et al., 2005), Fusarium spp. (COLEMAN et
al.,, 2011) P. Ilutzii e Histoplasma capsulatum (THOMAZ et al., 2013), e
Paracoccidioides spp. (SCORZONI et al., 2015), substituindo o uso de mamiferos;
para analisar mecanismos de viruléncia e resposta imune aos patdégenos humanos.

No presente trabalho, usamos larvas de G. mellonella como um
modelo in vivo para estudar as interacées patdogeno-hospedeiro na infeccéo por P.
brasiliensis e P. lutzii, investigamos a capacidade de formacédo de biofilme por P.
brasiliensis como ja descrito, e por leveduras de P. lutzii ainda nado relatado. A
formacdo de biofilme foi avaliada como fator de viruléncia em infecgOes
experimentais entre células planctonicas e biofilme. Além disso, a resposta imune
deste modelo foi avaliada pela curva de sobrevivéncia, densidade de hemdcitos,

quantificacdo de melanizagéo e ensaio de fagocitose.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PARACOCCIDIOIDOMICOSE

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica causada
por fungos do género Paracoccidioides (FRANCO, 1987; TEIXEIRA et al., 2009). A
doenca estad geograficamente restrita as areas subtropicais da América Latina (do
sul do México até o norte da Argentina) com uma alta prevaléncia no Brasil,
Colébmbia e Venezuela. Os casos importados diagnosticados na Ameérica do Norte,
Europa e Asia representam pacientes que viviam anteriormente em areas
reconhecidamente endémicas para PCM (BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO,
1993; RESTREPO; GOMEZ; TOBON, 2012; SAN-BLAS; NINO-VEGA; ITURRIAGA,
2002)

Paracoccidioides spp. € considerado fungo dimorfico porque
apresenta duas formas: a forma micelial ou filamentosa, encontrada na natureza a
uma temperatura de 25°C; e a forma de levedura encontrada em culturas e nos
tecidos do hospedeiro a 37°C. Quando cultivado em meio agar Sabouraud,
apresenta crescimento lento (20 a 30 dias a 20 a 26°C), produzindo coldnias
brancas aderentes ao meio e ao exame microscépico, encontram-se filamentos
micelianos finos, septados com esporos terminais ou intercalados. Quando cultivado
a 37°C, apresenta colénias chamadas cerebriformes ou leveduriformes, de cor
creme e O crescimento torna-se aparente apés 10 a 15 dias de incubacéo, e ao
exame microscopico apresenta células arredondadas, de dupla parede bem
refringente, com ou sem mudltiplos brotamentos (LACAZ et al., 2002), como
visualizado na figura 1.

O habitat natural dos fungos Paracoccidiodes spp. provavelmente
seja solo das diversas areas umidas tropicais e subtropicais das regides endémicas
da América Latina (BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO, 1993). O principal fator
de risco para a aquisicdo de PCM infec¢do € uma profissao ou atividade relacionada
ao manejo do solo, tais como agricultura, terraplanagem, preparacdo do solo,
jardinagem e transporte de produtos vegetais (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006,
2017). Embora, na infancia, a frequéncia de casos de PCM seja uniformemente
distribuida entre os dois sexos, com uma ligeira predominancia em jovens adultos do

sexo masculino. Na idade adulta, a proporcao varia entre vinte e dois homens para
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uma mulher. A PCM pode comprometer qualquer 6rgdo, aparelho ou sistema, 0s
locais anatémicos mais afetados sdo os pulmdes, mucosa oral, orgaos linféides,
pele, laringe, intestino, bago, sistema nervoso central, ossos e articulacoes
(BELLISSIMO-RODRIGUES et al., 2013; BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO,
1993).

Fonte: o proprio autor

Figura 1 — Paracoccidioides spp. cultivados in vitro a 35°C. (A) P. brasiliensis (Pb-
18) e (B) P. lutzii (LDR2). (C) Células leveduriformes com multibrotamentos (LDR2),
coradas com azul-algodao, vistas ao microscopio 6tico (40x).

Coutinho et al., 2002 analisaram 3.181 6bitos por PCM no Brasil com
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base em 16 anos de dados sequenciais (1980-1995), e detectaram que a PCM
representou a oitava causa de mortalidade por doenca crénica, entre as infecciosas
e parasitarias, e a mais elevada taxa de mortalidade entre as micoses sistémicas, no
periodo. A taxa de mortalidade média anual foi de 1,45/milhdo de habitantes,
predominando em individuos do sexo masculino, com 84,75% dos 0Obitos e razdo de
masculinidade de 562 homens/100 mulheres. O grupo etario entre 30-59 anos foi 0
mais atingido, seguido dos individuos com 60 anos ou mais; o estudo mostrou que a
taxa de mortalidade justifica a classificacdo da doenca como um importante

problema de saude no Brasil.

2.1.1 Evolucao Taxondmica de Paracoccidioide spp.

Com o0s avancos das técnicas moleculares, 0 género
Paracoccidioides foi classificado no filo Ascomycota, ordem Onygenales, familia
Onygenaceae stricto senso que engloba o grupo monofilético Ajellomyces, que inclui
0S géneros anamorfos Blastomyces, Emmonsia, Histoplasma e Paracoccidioides
(BAGAGLI et al., 2008; UNTEREINER et al., 2004).

Com base na andlise filogenética de 65 isolados de P. brasiliensis,
Matute et al., (2006) revelaram a existéncia de pelo menos trés espécies
filogenéticas: S1 (espécie 1, composta por 38 isolados do Brasil, Argentina,
Paraguai, Peru e Venezuela); PS2 (espécie filogenéticas 2, composta de seis
isolados, cinco deles do Brasil e um da Venezuela); e PS3 (espécie filogenéticas 3
contento 21 isolados Colombianos. Os autores consideraram que 0 processo de
especiacdo da PS3 restrito geograficamente a Coldombia, pode ser atribuido a
dispersdo ou a algum outro evento levando ao isolamento genético da S1, que tem
uma ampla gama de habitats nas areas endémicas. Adicionalmente P. brasiliensis
PS4 foi recentemente identificado e € composto por uma populacdo monofilética de
isolados clinicos da Venezuela (SALGADO-SALAZAR et al., 2010; THEODORO et
al., 2012).

As genealogias de multiplos genes sugeriram que isolados "Pb01"
(CARRERO et al., 2008) e "IFM 54648" (TAKAYAMA et al., 2010) se separaram de
quaisquer grupos filogenéticos de P. brasiliensis, provavelmente representando um
novo clado no complexo de espécies de Paracoccidioides. Neste contexto Carrero et

al., (2008) propuseram uma nova espécie com base em dados gendmicos,
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filogenéticos, andlise de recombinacédo e caracteristicas morfolégicas de 21 isolados
de P. brasiliensis (catorze dos quais foram previamente identificados como
pertencentes a S1 ou PS3), mostrando um isolado atipico, Pb01, que foi altamente
divergente de todos os outros e claramente distante das trés espécies filogenéticas
ja descritas.

Usando o método de concordancia genealdgica de reconhecimento
de espécies filogenéticas ou Genealogical concordance phylogenetic species
recognition (GCPSR) identificou-se uma nova espécie dentro de P. brasiliensis,
composta por isolados atipicos "Pb01-like", que foram altamente divergentes das
trés espécies identificadas anteriormente (S1, PS2 e PS3) (TEIXEIRA et al., 2009).
Os autores sugeriram que as novas espécies filogenéticas que compdem os isolados
"Pb01-like" fossem denominadas Paracoccidioides lutzii, como homenagem ao
micologista médico brasileiro, Adolpho Lutz. Além disso a analise morfolégica de um
membro escolhido de cada um dos grupos filogenéticos do género Paracoccidioides
revelou caracteristicas exclusivas do isolado representativo do grupo "Pb01-like" em
relacdo aos representantes do grupo S1/PS2/PS3, corroborando os dados
filogenéticos e ainda motivando a postulacdo de uma linhagem evolutiva néo
descrita anteriormente. Os dados obtidos sugeriram que o grupo "Pb01- like" é
endémico para a regido Centro-Oeste do Brasil, mais especificamente, para o0s
estados de Mato Grosso e Goias, e um caso detectado em Guayaquil, no Equador
provavelmente seja resultado da migracdo humana (TEIXEIRA et al., 2009, 2013).
No entanto, uma ocorréncia foi relatada em Londrina, Parana (TAKAYAMA et al.,
2010).

Recentemente Turissini et al., (2017) descreveram que 0sS cinco
grupos genéticos de Paracoccidioides (P. lutzii e as quatro espécies no complexo de
P. brasiliensis) sdo de fato espécies bem separadas baseados em estudos de
taxonomia molecular e morfologia da levedura. Seus resultados indicam que quatro
dessas espécies filogenéticas devem ser reconhecidas taxdnomicamente como trés
novas espécies de Paracoccidioides; propondo assim de forma convencional, adotar
0s nomes P. americana para PS2, P. restrepiensis para PS3 e P. venezuelensis para
PS4, além de restringir o uso de P. brasiliensis para S1.
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2.1.2 Ecologia de Paracoccidioides spp.

Os organismos Onygenales (Ascomycota) tipicamente evoluiram por
adaptacdo em dois nichos ecolégicos distintos, o primeiro representado por
condicdes de saprofiticas no solo e o segundo pelos tecidos vivos de animais
hospedeiros (TEIXEIRA et al., 2013). O habitat natural de Paracoccidiodes e fungos
relacionados provavelmente consiste em solo das diversas areas umidas tropicais e
subtropicais das regiées endémicas da América Latina (BRUMMER; CASTANEDA,
RESTREPO, 1993). Esta evidéncia vem de isolamentos esporadicos do fungo de
amostras de solo (DE ALBORNOZ, 1971; SHOME; BATISTA, 1963; SILVA-
VERGARA et al., 1998).

No entanto, o nicho ecolédgico de Paracoccidioides é encontrado em
associacdo com animais de sangue quente, onde o fungo foi repetidamente isolado
no tatu de nove-bandas Dasypus novemcinctus e Cabassous centralis em areas
endémicas de PCM (BAGAGLI et al., 1998; CORREDOR et al., 1999) e em caes (DE
FARIAS et al.,, 2011; HEADLEY et al., 2017; RICCI et al.,, 2004) e preguica real
(TREJO-CHAVEZ et al., 2011).

Bagagli et al., (2008) apresentaram o ciclo biolégico hipotético de P.
brasiliensis, mencionando que durante sua fase saprofitica filamentosa, os fungos
estdo sob a influéncia de diferentes condigbes, como mudangas frequentes na
temperatura, umidade e, além disso, experimentam competicio com outros
microorganismos; durante a fase patogénica de levedura, esses fungos devem se
adaptar a um habitat diferente, onde podem invadir diferentes 6rgaos, sistemas ou
tecidos do corpo, de acordo com a tolerancia do fungo para vérias condi¢cdes, como
aumento de temperatura, influéncias hormonais e resposta ao sistema imunologico
do hospedeiro.

Quando os propagulos infecciosos sdo inalados, sdo depositados
nos pulmdes e se diferenciam para forma de levedura devido a temperatura de 37°C
do hospedeiro, estabelecendo assim a infeccdo (SAN-BLAS; NINO-VEGA;
ITURRIAGA, 2002). As atividades relacionadas ao manejo do solo, tais como
agricultura, terraplanagem, preparacdo do solo, jardinagem e transporte de produtos
vegetais, entre outros constituem o grande fator de risco para aquisicdo da infec¢éo
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2006, 2017).
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2.1.3 Fatores de Viruléncia

Os fungos patogénicos que causam micoses sistémicas conservam
varios fatores que permitem seu crescimento em condicdes adversas
proporcionadas pelo hospedeiro, levando ao estabelecimento da relacdo parasitaria
e contribuindo para o desenvolvimento da doenca. Esses fatores sdo conhecidos
como fatores de viruléncia que favorecem o processo de infecgdo e a patogénese
das micoses (KUROKAWA; SUGIZAKI; PERACOLI, 1998).

A transicdo dimoérfica de Paracoccidioides spp. promove mudancas
na composi¢cao da parede celular, essa caracteristica esta relacionada a sintese de
glucana, o complexo de polissacarideos inclui a-1,3-glucana, presente nas células
leveduriformes, que decresce drasticamente quando o fungo estabelece forma
miceliana, a qual apresenta predominantemente B-glucana (KANETSUNA et al.,
1972; KANETSUNA; CARBONELL, 1970). Estudos realizados em isolados deste
fungo patogénico sugeriram que a a-1,3-glucana apresenta um papel importante na
patogenicidade, uma vez que protege o fungo contra enzimas digestivas dos
leucécitos e macréfagos hospedeiros (SAN-BLAS et al., 1977).

A glicoproteina de 43 kDa (gp43) de P. brasiliensis, secretada
exocelularmente, € um antigeno imunodominante durante a infeccdo (PUCCIA et al.,
1986). Apresenta atividade inibitoria da fagocitoses, mediando um mecanismo de
evasao do fungo, facilitando assim o estabelecimento da infeccdo no hospedeiro
suscetivel (POPI; LOPES; MARIANO, 2002). Na parede celular a gp43 é
parcialmente responsavel pela adesdo da levedura aos componentes da matriz
extracelular (ECM), ajudando a mediar a interacdo célula-célula em alvéolos
pulmonares pela ligacédo a laminina e fibronectina (TORRES et al., 2013; VICENTINI
et al., 1994).

A glicoproteina de 70 kDa (gp70) também é um dos principais
antigenos expressos pelo fungo P. brasiliensis, sendo reconhecido por 96% dos
pacientes com PCM (CAMARGO; UNTERKIRCHER; TRAVASSOS, 1989). Esta
glicoproteina apresenta atividade imunossupressora in vitro, com capacidade de
inibir resposta linfoproliferativa e de inibir a funcdo de macréfagos (fagocitose e
producdo de NO e H,0,) (BENARD et al., 1997; DE MATTOS GROSSO et al.,
2003).

Em adigcdo alguns estudos no género Paracoccidioides foram
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conduzidos para caracterizar o processo de adesao, revelando que Paracoccidioides
spp. sintetiza varias moléculas, conhecidas como adesinas superficiais, que estéo
envolvidas, direta ou indiretamente, na interagdo com células hospedeiras e na
formacao de biofilmes in vitro (HERNANDEZ et al., 2010; MENDES-GIANNINI et al.,
2000; SARDI et al., 2015).

A hidrolase de 32 kDa (PbHAD32) foi encontrada em
Paracoccidioides spp. em extratos de proteina da parede celular na forma micelial e
de levedura; e tem capacidade de se ligar as proteinas da matriz extracelular
especializada (ECM), incluindo laminina, fibronectina e fibrinogénio e esta envolvida
na aderéncia inicial dos conidios as células epiteliais pulmonares. Um aumento da
hidrolase de 32 kDa € observado durante a transicao da forma micelial para levedura
(GONZALEZ et al., 2005; HERNANDEZ et al., 2010; HERNANDEZ et al., 2012).

Triose-fosfato isomerase (TPI) € uma enzima glicolitica descrita
como uma proteina que € capaz de reagir com o soro de pacientes com PCM (DE
OLIVEIRA et al., 2015). A proteina, é predominantemente expressa na fase de
levedura, localiza-se na parede celular e no compartimento citoplasmatico sendo
capaz de interagir com proteinas da ECM do hospedeiro, estudos feitos indicaram
TPI e seu respectivo anticorpo policlonal (anti-TPI) produzido contra esta proteina
inibiram a adesdo de P. brasiliensis com células epiteliais cultivadas in vitro
(PEREIRA et al., 2007) .

Barbosa et al., (2006) indicaram que a proteina GAPDH
(gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) associada a parede celular em P. brasiliensis
poderia estar envolvida na mediacdo da ligacao de células fangicas a fibronectina,
colageno tipo | e laminina, contribuindo assim para a adesao do microorganismo aos
tecidos hospedeiros e ao disseminacdo da infeccdo. Tanto o tratamento de
pneumocitos com GAPDH como a incubacdo de células de levedura deste fungo
com o anticorpo policlonal anti-GAPDH promoveram a inibicdo da ades&o e
internalizacdo de P. brasiliensis as células cultivadas in vitro.

Da Silva Neto et al., (2009) indicaram que a malate sintase (PbMLS)
de P. brasiliensis esta localizada na parede celular e poderia estar mediando a
ligacdo das células fungicas a ECM do hospedeiro, contribuindo assim para a
adeséo dos fungos aos tecidos do hospedeiro e para a disseminacao da infeccao,
comportando-se como uma adesina. A reducdo da adesdo de P. brasiliensis as

células epiteliais foi evidenciada por um anticorpo especifico (anti-PbML) sugerindo
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que o PbMLS poderia contribuir para a interacdo fungica ativa e a progressao da
doenca em seres humanos.

Outro fato importante € que P. brasiliensis € capaz de formar
biofilme in vitro sob condi¢cdes hipoxicas, e sua presenca esta associada com um
aumento na expressao de adesinas e enzimas, o que pode favorecer a infeccao
disseminada do fungo e que finalmente conferir resisténcia antimicrobiana e evasao
das defesas do hospedeiro (SARDI et al., 2015). Biofiime é uma comunidade
estruturada complexa de microrganismos embebidos em uma matriz de substancias
poliméricas extracelulares aderentes a uma superficie inerte ou viva, essa matriz
extracelular providencia protecdo contra mecanismos de defesa do hospedeiro e
antifingicos (COSTERTON, 1999; HURLOW et al., 2015). A formacgé&o de biofilme é
um processo de diferentes estagios que comeca com a adesdo microbiana com
subsequente producéo e acumulo de uma matriz extracelular, composta por uma ou
mais substancias poliméricas como proteinas, polissacarideos, substancias humicas
e DNA extracelular (FLEMMING; WINGENDER, 2010).

2.1.4 Formas Clinicas

Diversas classificagcbes das formas clinicas da PCM foram
publicadas desde a descricdo da doenca com base em diferentes critérios tais como
topografia das lesbes, gravidade da doenca, resultados de rea¢des sorologicas e
histéria natural, entre outros. Com o objetivo de propor uma classificacéo de formas
clinicas e gravidade da doenca, o "Consenso Brasileiro para abordagem clinica de
PCM" (SHIKANAI-YASUDA et al.,, 2017) adotou a classificacdo apresentada no
"International Colloquium on Paracoccidioidomycosis” realizado em fevereiro de
1986 em Medellin, Colémbia (FRANCO et al., 1987), onde se estabeleceu a relagédo

entre aspectos clinicos e histéria natural da doenca, sendo classificada como:

PCM infeccédo: A infeccao por PCM é contraida quando um individuo
saudavel entra em contato com a forma infectante de Paracoccidioides spp., ao
longo deste periodo, ndo pode haver sinais ou sintomas aparentes, a sensibilizacéo
do hospedeiro pode ocorrer com o0 desenvolvimento de uma resposta imune-
especifica e positividade no teste intradérmico com paracoccidioidina.

Paracoccidioidomicose doenca, subdividida em:
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Forma aguda/subaguda (tipo juvenil): Esta forma clinica caracteriza-
se por evolucdo mais rapida (semanas a meses) e por envolvimento marcado do
sistema reticulo endotelial (baco, figado, linfonodos e medula 6ssea). Em ordem de
freqUéncia, se destaca a presenca de linfadenomegalia, manifestacdes digestivas,
hepatoesplenomegalia, envolvimento Osteo-articular e lesbes cutaneas como as
principais formas de apresentacdo desta forma da micose. Esta forma de
apresentacao clinica é responsavel por 3 a 5% dos casos da doenca, predominando
em criangas e adolescentes, mas podendo eventualmente, acometer individuos até
os 35 anos de idade.

Forma cronica (tipo adulto): A maioria (74% a 96%) dos casos de
PCM sé&o de forma cronica, o que tipicamente se manifesta em adultos entre 30 e 60
anos de idade (proporgdo entre homens e mulheres: 22:1). A doenga progride
lentamente e pode levar meses ou mesmo anos para se tornar plenamente
estabelecida. As manifestacdes pulmonares estdo presentes em 90% dos pacientes.
Os sintomas respiratérios ndo sdo especificos e incluem tosse, expectoracao e falta
de ar; perda de peso, febre e anorexia (BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO,
1993). A PCM crbnica pode ser classificada como leve, moderada ou grave. Os
casos graves sao definidos por trés ou mais dos seguintes critérios: a) perda de
peso superior a 10% do peso corporal normal; b) envolvimento pulmonar intenso; c)
envolvimento de outros 6rgdos, como glandulas supra-renais, sistema nervoso
central e ossos; d) a presenca de linfonodos afetados em multiplas cadeias em
forma superficial ou profunda; e) titulos elevados de anticorpos.

Forma residual ou sequela: As formas residuais, também referidas
como sequelas, sdao manifestagcdes clinicas das alteragcdes anatbmicas e funcionais
observadas apos o tratamento com PCM. As sequelas sdo observadas em multiplos
orgaos, mas tém uma maior taxa de incidéncia nos pulmdes, pele, laringe, traqueia,
glandulas suprarenais, mucosa do trato digestivo, sistema nervoso central e sistema
linfatico, explicando a diversidade da apresentacdo clinica (TOBON et al., 2003;
VALLE et al., 1995). A fibrose pulmonar foi descrita em 50% dos casos de doenca
cronica, seguida de doenga pulmonar obstrutiva cronica e suas complicacdes, cerca
de 3% dos pacientes apresentam doenca de Addison necessitando reposicao
hormonal e o sistema nervoso central € comprometido em cerca de 6 a 25% dos
casos de PCM (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).
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2.1.5 Implicacdes clinicas e diagnosticas causadas por diferentes espécies do

género Paracoccidioides

Todas as espécies do género Paracoccidioides detectadas até agora
sdo agentes causais da PCM. O conhecimento adquirido nos ultimos anos sobre a
especiacdo e evolucdo de Paracoccidioides teve uma grande influéncia no
diagnéstico, manifestacdes clinicas e tratamento da doenca que afeta severamente
a populacéo rural na América Latina (TEIXEIRA et al., 2013).

A primeira variacao regional relacionada entre as patologias de PCM
foi relatada por Barbosa; Daher e Oliveira (1968) que observaram a presenca
frequente de formas linfatico-abdominais de PCM em pacientes do estado de Goias.
Existe a possibilidade de que estas formas menos comuns da doenca estejam
associadas a patologia causada por P. lutzii e ndo por P. brasiliensis; esta
possibilidade ndo deve ser descartada e deve ser investigada para verificar
possiveis associacfes de espécies de Paracoccidiodes spp. e diferentes
manifestagdes clinicas de PCM (TEIXEIRA et al., 2013, 2014).

Molinari-Madlum; Felipe; Soares, (1999) estudaram a capacidade de
quinze isolados de Paracoccidiodes spp. para invadir tecidos em um modelo
experimental utilizando camundongos sensiveis B10, onde observou-se que isolados
atipicos Pb01 e 7455 (atualmente classificado como P. lutzii) causaram peritonites
intensa progressiva seguida de uma rapida disseminacdo do baco, figado,
linfonodos e mesentério intestinal, as mesmas caracteristicas nao foram produzidas
por isolados de P. brasiliensis.

Siqueira et al.,, (2016) investigaram interacbes fungo-hospedeiro
provocadas pelas cepas Pb0l1 e Pb18 como principais representantes de P. lutzii e
P. brasiliensis, respectivamente, foram avaliadas as diferencas na morfologia das
células de levedura, através de microscopia eletrbnica de transmissdo e de
varredura, mostrando que Pb18 exibe células filhas significativamente maiores sem
variacao significativa no tamanho e forma das células mae quando comparadas com
Pb0l1l. Em relacdo com a patologia; a reacdo inflamatéria no tecido pulmonar em
resposta a infeccdo por P. lutzii ndo mostrou formacdo de granuloma, como
observado em camundongos BALB/c infectados com P. brasiliensis, a contagem de
CFU nos pulmbes de camundongos infectados com P. lutzii e P. brasiliensis

apresentou 0os mesmos niveis durante os primeiros cinco dias apés a infeccéo, no
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entanto, apds 10, 15 30 e 60 dias de infeccéo por P. brasiliensis, o crescimento do
fungo foi sustentado, enquanto os animais infectados com P. lutzii mostraram uma
gradual eliminacéo de fungos no local da infecgao.

Além da manifestacdo clinica, também surgiram questdes em
relacdo ao tratamento Hahn et al.,, (2003) observaram que 0Ss pacientes cujos
isolados foram de P. lutzii tiveram uma melhor resposta a terapia com farmaco de
trimetoprim-sulfametoxazol do que aqueles pacientes cujos isolados foram de P.
brasiliensis (S1).

Apesar da percepcdo comum de variabilidade significativa nos
isolados de P. brasiliensis, por muito tempo esse patégeno foi considerado uma
Unica entidade, principalmente por causa de seus aspectos microscéopicos
caracteristicos, tanto sob condi¢des parasitarias como da cultura. Mais estudos que
incluem um maior nimero de isolados das duas espécies ainda sdo necessarios
para a identificacdo das caracteristicas morfolégicas, moleculares, fisioldgicas,
clinicas e ecoldgicas associadas aos genotipos especificos de espécies de P.
brasiliensis (BAGAGLI et al., 2008).

2.2 MODELO ALTERNATIVO ANIMAL: GALLERIA MELLONELLA

Os modelos murinos foram utilizados para estudar as interacdes
fungo-hospedeiro de P. brasiliensis e P. lutzii, demostrando uma diferenca nos seus
padrdes de viruléncia (MOLINARI-MADLUM; FELIPE; SOARES, 1999), diferencas
na morfologia, resposta imune induzida e patologia (SIQUEIRA et al., 2016). Estes
resultados abriram perspectivas para novos estudos clinicos, incluindo mais isolados
deste género que podem resultar em consequéncias significativas para as
manifestagdes clinicas, diagnéstico e tratamento desta doenca.

Para fornecer boas alternativas para o estudo de fungos patogénicos
a comunidade cientifica internacional colaborou no desenvolvimento e validacao de
métodos alternativos, “mini hospedeiros” como amebas (Acanthamoeba castellanii e
Dictyostelium discoideum) (STEENBERGEN et al., 2003; STEENBERGEN;
SHUMAN; CASADEVALL, 2001), nematéides (Caenorhabditis elegans)
(MYLONAKIS et al., 2002), e insetos (Drosophila melanogaster e Galleria mellonella)
(LIONAKIS, 2011). Os hospedeiros ndo mamiferos tém sido usados para estudar as

interacbes fungo-hospedeiro, e Galleria mellonella proporciona mais vantagens em
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comparacdo com outros hospedeiros invertebrados que justificam seu uso como
modelo de infeccdo: as larvas podem ser mantidas sob véarias condi¢cdes de
temperatura variando de 25°C a 37°C, mdultiplas opg¢Bes para inoculacdo do
patdégeno, e o estudo da patogénese fungica produz resultados comparaveis aqueles
obtidos em camundongos (BORGHI et al., 2014; BRENNAN et al., 2002; FUCHS;
MYLONAKIS, 2006). Quando comparados com hospedeiros mamiferos, as larvas de
G. mellonella apresentam baixo custo, facil reproducdo em grande escala,
manutencdo relativamente simples em laboratério, representa uma reducao
significativa no tempo de obtencao de resultados e sem as restricdes legais ou éticas
(KAVANAGH; FALLON, 2010; MYLONAKIS, 2008).

G. mellonella pertence a ordem Lepidoptera e a familia Pyralidae,
vive na maioria dos casos em colméias, dentro de ninhos de abelhas e se alimenta
com cera e poélen. Seu ciclo de vida é de aproximadamente 7-8 semanas: apos a
eclosdo do ovo, as larvas passam por 6 estadios larvais antes do ultimo instar. Isso
leva aproximadamente 5-6 semanas a 25-28°C. Em seguida, pre-pupa e pupa sao
formadas e, ap0s 2 semanas adicionais, aparecem mariposas adultas. (KAVANAGH;
FALLON, 2010; WOJDA, 2016).

A forma de larva do inseto G. mellonella foi empregada para estudar
fungos patogénicos como Aspergillus fumigatus (REEVES et al., 2004), Aspergillus
terreus (MAURER et al., 2015), Candida spp. (BRENNAN et al., 2002), Cryptococcus
neoformans (MYLONAKIS et al., 2005), Fusarium spp. (COLEMAN et al., 2011)
Paracoccidioides lutzii e Histoplasma capsulatum (THOMAZ et al.,, 2013), e P.
brasiliensis e P. lutzii (SCORZONI et al., 2015).

Em contraste com os mamiferos, os insetos possuem um sistema
imune inato, dividido em respostas de defesa celular e humoral (HOFFMANN, 1995;
LAVINE; STRAND, 2002). A primeira resposta é baseada em células de sangue de
insetos; hemdcitos que podem englobar particulas estranhas no processo de
fagocitose ou captura-los em estruturas multicelulares denominadas nédulos ou
capsulas. A resposta humoral envolve a sintese e moléculas de defesa, que incluem
peptideos antimicrobianos, cascatas que regulam a coagulacdo e a melanizacdo da
hemolinfa e a producéo de intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio (LAVINE;
STRAND, 2002).

A primeira linha de defesa em insetos contra a maioria de patégenos

€ a cuticula que apresenta uma funcdo andloga a pele em mamiferos porque
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constitui uma barreira mecéanica eficaz contra a invasdo microbiana (VILMOS;
KURUCZ, 1998). A cavidade do corpo do inseto ou também chamado hemocelo
contém hemolinfa, que apresenta uma fungcédo anédloga ao sangue em mamiferos, na
medida em que transporta nutrientes, produtos de residuos e moléculas de sinal
(MATHA; MRACEK, 1984), embora ndo desempenhe nenhum papel na respiracao.
A hemolinfa é o principal local da resposta imune contra microorganismos. A
resposta imune inata consiste em mecanismos celulares e humorais bem
interligados (KAVANAGH; REEVES, 2004).

2.2.1 Resposta Imune Celular

A hemolinfa dos insetos contém hemdcitos, que funcionam de forma
semelhante aos fagoécitos de mamiferos. A maioria dos hemacitos circula livremente
dentro da hemolinfa, mas um namero significativo (até 30% em algumas espécies de
insetos) pode ser encontrado associado a 6rgados internos como o corpo adiposo, a
traquéia ou o sistema digestivo (RATCLIFFE, 1985).

Essas células, que estdo presentes no hemocelo, conduzem
processos imunes celulares, como a fagocitose, e produzem fatores imunolégicos
humorais que levam a morte de patdgenos via lise ou melaniza¢do (HILLYER, 2016).
As larvas da ordem Lepidoptera contém cinco tipos distintos de hemacitos: pro-
hemacitos, plasmatécitos que estao envolvidos na formacédo da capsula, granulécitos
que dirigem a fagocitose, oenocitéides que produzem enzimas envolvidas na
cascata de melanizacdo, e células esféricas cuja funcdo € o transporte de
componentes cuticulares (LAVINE; STRAND, 2002; STRAND, 2008).

Nas reacOes celulares, 0s microorganismos ou as células
apoptéticas sédo fagocitadas, aprisionadas pela formagdo de nddulos, ou
encapsuladas por hemdcitos, e acredita-se que 0s receptores na superficie de
plasmatocitos e granulécitos sdo semelhantes aos receptores de fagécitos em
mamiferos (VILMOS; KURUCZ, 1998).

2.2.1.1 Fagocitose

G. mellonella produz varias proteinas plasméaticas que atuam como

opsoninas; como a apolipoforina lll, proteinas de reconhecimento de peptidoglicano



30

(PGRPs), proteina catibnica 8 de G. mellonella (GmCP8) e hemolina que
reconhecem e se ligam aos componentes microbianos, semelhantes aos receptores
de reconhecimento padrdo (PRRs) em mamiferos (TSAI; LOH; PROFT, 2016). Uma
cascata intracelular resulta na internalizacdo do corpo estranho (KAVANAGH,;
REEVES, 2004). A ativacéo da cascata de profenoloxidase (PPO) é necessaria para
que as células granulares se liguem ao agente estranho e realizem a fagocitose,
enquanto o célcio é necessario para a aderéncia dos plasmatdcitos. A fagocitose é
um processo mediado por lectinas que sdo encontradas na hemolinfa de insetos
juntamente com a lisozima um peptideo antimicrobiano geralmente associado a
resposta humoral. A lisozima foi encontrada no interior dos hemdcitos e 0s niveis na
hemolinfa da lisozima e da lectina aumentam apds a infecgéo, indicando que estes
agem de maneira sinérgica no processo de fagocitose (WILSON; RATCLIFFE,
2000). Tojo et al., (2000) demostraram em estudos in vitro de G. mellonella, que

células granulares e plasmatdcitos estao envolvidos nesta reacao.

2.2.1.2 Formagao de nbédulos

A nodulacdo envolve a aderéncia coordenada dos hemdcitos,
formando agregados ao redor de microorganismos, e isso geralmente é seguido por
melanizacdo (GAGEN; RATCLIFFE, 1976; RATCLIFFE; GAGEN, 1976). Nesse
processo imunoldgico, os granulocitos aderem uns aos outros e formam camadas
gue envolvem densos agregados microbianos. Os plasmatécitos, em seguida,
agregam em torno da superficie do nodulo e, geralmente, toda a estrutura se torna
melanizada (HILLYER, 2016).

2.2.1.3 Encapsulamento

O encapsulamento € um mecanismo de defesa multicelular onde
uma capsula de camadas sobrepostas de hemdcitos é formada em torno de
protozoarios, nematdides e ovos ou larvas de insetos parasitos. A formacdo de
capsulas comeca dentro de 30 min da entrada de um patdgeno e inicialmente
envolve a ligacdo de células granulares ao alvo seguido pela ligacdo de
plasmatocitos que sdo atraidos para o sitio por peptideos de reconhecimento de

plasmatocitos que sao liberados por granulécitos e induzem agregagao
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(KAVANAGH; REEVES, 2004; STRAND, 2008; VILMOS; KURUCZ, 1998).

2.2.2 Resposta Imune Humoral

Nos processos de defesa humoral trés reacbes imediatas séo
desencadeadas: melanizacdo, coagulacdo da hemolinfa e a sintese de peptideos
antimicrobianos (VILMOS; KURUCZ, 1998).

2.2.2.1 Melanizacéo

O processo de melanizacdo é fundamental para a defesa contra
agentes patogénicos e resulta na deposi¢cdo de melanina no micrébio na hemolinfa
(RATCLIFFE, 1985), e esta envolvido na morte de bactérias, fungos, protozoarios, e
nematoides (HILLYER, 2016). Os PRRs ativam o0 sistema complemento em
vertebrados e o sistema profenoloxidase em insetos, varios PRRs humorais foram
identificados em Lepidoptera e se ligam a lipopolissacarideos (LPS), peptidoglicana
e glucana associados a bactérias e/ou fungos. Estes incluem hemolina, proteina de
ligacdo a LPS, proteina de reconhecimento de bactérias Gram-negativas (GNBPs),
proteinas de reconhecimento de peptidoglicana (PGRPs) e proteinas de
reconhecimento de glucana (GRPs) (KAVANAGH; REEVES, 2004; LAVINE;
STRAND, 2002; STRAND, 2008).

2.2.2.2 Coagulacao da hemolinfa

A homologia estrutural entre as enzimas de coagulacdo da
hemolinfa, sistema do complemento e coagula¢do do sangue de mamiferos levanta
a possibilidade de uma origem comum de todas estas cascatas proteoliticas
(VILMOS; KURUCZ, 1998). Existem dois mecanismos de coagulagdo caracteristicos
dos insetos; o primeiro envolve a polimerizacdo de proteinas coagulantes e é
catalisado por uma transglutaminase dependente de célcio. O segundo mecanismo
de coagulacdo é a cascata de coagulacdo derivada dos hemdcitos, onde as
proteinas coagulantes sao liberadas dos granulos citoplasmaticos dos hemdécitos
para a hemolinfa em resposta a ativacdo por componentes da parede celular dos

microorganismos invasores, onde as bactérias Gram negativas ativam o fator C e os
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fungos ativam o fator G (SRITUNYALUCKSANA; SODERHALL, 2000).

2.2.2.3 Sintese de peptideos antimicrobianos

A Ultima linha de defesa é a sintese de uma gama de peptideos
antimicrobianos (AMPSs), que séo liberados de hemdécitos e 6rgaos internos para a
hemolinfa, onde atacam componentes da parede celular bacteriana ou fungica
(RATCLIFFE, 1985). O modo de agdo de AMPs envolve, na maioria dos casos, a
desestabilizacdo de membranas celulares através da formacédo de poros (WOJDA,
2016). Os principais sitios de sintese de peptideos antimicrobianos no inseto sdo
corpo adiposo, hemdcitos, trato digestivo, glandulas salivares e o trato reprodutivo, e
sua difusdo e feita através da hemolinfa para neutralizar os patégenos invasores.
(KAVANAGH; REEVES, 2004).

Schuhmann et al., (2003) encontraram uma defensina, denominada
gallerimicina, sua proteina recombinante exibiu atividade contra o fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae, mas né&o foi ativo contra leveduras
Saccharomyces cerevisiae ou bactérias testadas (Micrococcus luteus e Bacillus
subtilis). Galiomicina foi descrita por Lee et al., (2004), quem mostrou atividade
antifingica contra os fungos filamentosos e levedura: Trichoderma viride, Pyricularia
grisea, Geotrichum candidum e C. albicans. Mas n&o exibiu atividade contra as
bacterias Escherichia coli e Bacillus subtilis.

Moricinas também foram descritas em G. mellonella, e séo
particularmente ativas contra fungos filamentosos, mas também, até certo ponto,

contra leveduras, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (BROWN et al., 2008).
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Avaliar a infecgéo de P. brasiliensis e P. lutzii no modelo alternativo

animal de G. mellonella.

3.2 EsSPECIiFICOS

Determinar TDsgs%, morte do 50% das larvas de G. mellonella
infectadas com P. brasiliensis (Pb-18) e P. lutzii (LDR2).
Determinar a densidade de hemdcitos das larvas de G.
mellonella infectadas com P. brasiliensis (Pb-18) e P. lutzii
(LDR2) em diferentes tempos.

Avaliar a resposta imune de G. mellonella através da
guantificacdo de melanizacédo por P. brasiliensis (Pb-18) e P.
lutzii (LDR2) em diferentes tempos.

Avaliar a resposta fagocitaria dos hemdécitos de G. mellonella
contra P. brasiliensis (Pb-18) e P. lutzii (LDR2).

Avaliar a formacao de biofilme de P. lutzii (LDR2), e comparar
a viruléncia entre células planctbnicas e biofime de P.
brasiliensis (Pb-18) e P. lutzii (LDR2) no modelo de G.

mellonella.
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Abstract

Paracoccidioidomycosis (PCM) caused by the dimorphic fungus of the genus
Paracoccidioides is one of the most important systemic mycoses in Latin America.
Considering the new PCM agents as P. lutzii, in addition to P. brasiliensis, the
present work evaluated their host-pathogen interaction in G. mellonella larvae model.
The larvae survival curves, the innate immune response (melanization, hemocytes
density, and phagocytosis) and biofilm formation and experimental infections
between biofilms and planktonic cells from P. brasiliensis (Pb-18) and P. lutzii (LDR-
2), were evaluated. Our data confirm different virulence levels of both species based
on the survival curves and the melanization. The granular cells and plasmatocytes
were able to phagocytize the yeast cells and also both yeasts formed biofilm in vitro
with progressive growth over time. The current paper is the first study of
Paracocciodiodes spp. biofilms experimental infections between biofilms and
planktonic cells and, shows early larvae death with biofilm cells, mainly with P. lutzii
(LDR2). In conclusion, P. lutzii (LDR2) may be more virulent than P. brasiliensis
(Pb18) by G. mellonella larvae model. Additional studies are needed to determine
the role of these biofilms in vivo involved in the premature death of the larvae.

Key words: hemocytes, virulence, immune response, biofilm,
paracoccidioidomycosis, phagocytosis, G. mellonella, P. brasiliensis , P. lutzii.

1. Introduction

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis caused by

pathogenic fungi of the Paracoccidioides genus (1,2) The disease is geographically
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restricted to subtropical areas of Latin America (from south of Mexico to north
Argentina) with a high prevalence in Brazil, Colombia and Venezuela. Imported cases
diagnosed in North America, Europe and Asia represent patients who had previously
lived in recognized endemic areas (3-5). PCM represented the eighth cause of death
from chronic infectious and parasitic diseases in Brazil, and the mean mortality rate
was 1.45 per million inhabitants per year, showing that the mortality rate justifies
classifying this disease as a major public health problem in Brazil (6).

The Paracoccidioides spp. virulence retain several factors which
allow their growth in adverse conditions provided by the host, such as dimorphism
(7,8), cell surface proteins called adhesins that play a fundamental role in the
colonization and are capable of mediating fungi-host interactions during infection (9—
15), and biofilm formation (16,17).

The thermodimorphic fungus P. brasiliensis was considered the only
etiologic agent of PCM, however, in recent years several studies showed significant
genetic diversity among different strains of the genus Paracoccidioides, leading to the
recognition of four new species P. lutzii (2). P. americana, P. restrepiensis and P.
venezuelensis (18). Consequently, murine models have been used to study fungus-
host interactions of P. brasiliensis and P. lutzii demonstrated a marked difference in
their virulence patterns, (19) differences in morphology, induced immune response,
and pathology (20). These results opened perspectives for new clinical studies
including more isolates of this genus which may result in significant consequences for
clinical manifestations, diagnosis, and treatment of this disease.

Non-mammalian hosts have been used to study host—fungal
interactions and Galleria mellonella provides some benefits as a model host in

comparison with other invertebrate hosts that support its use as an infection model:
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the larvae can be maintained under various temperature conditions ranging from
25°C to 37°C, multiple options for facile delivery of the pathogen, the study of fungal
pathogenesis yielding results comparable with those obtained from mice (21-23),
and when compared with mammalian hosts the invertebrates are inexpensive, easy
breeding in large numbers, relatively simple maintenance in the laboratory,
represents a significant reduction in time to obtain results and without the legal or
ethical restrictions (24,25). In contrast to mammals, the insects only possess complex
innate immune system divided into cellular and humoral defense responses (26,27).
The former is based on blood cells or hemocytes, which mediate important cellular
immune responses, including phagocytosis, nodulation, and encapsulation (27—-29).
In humoral response processes three immediate reactions are triggered:
melanization, clotting of the hemolymph and the synthesis of antimicrobial peptides
(27,30) .

The larval form of this insect has been employed to study pathogenic
fungi such Aspergillus fumigatus (31), Aspergillus terreus (32), Candida spp. (22),
Cryptococcus neoformans (33), Fusarium spp. (34) Paracoccidioides lutzii and
Histoplasma capsulatum (35), and Paracoccidioides spp (36).

In the present work, we to utilize G. mellonella larvae as an in-vivo
model to study host-pathogen interactions in P. brasiliensis and P. lutzii infection,
investigating the ability of P. brasiliensis and P. lutzii yeasts to form biofilm in vitro.
This biofilm formation was evaluated as a virulence factor in experimental infections
between biofilms and planktonic cells. Furthermore, innate immune response of G.
mellonella was assessed by survival curves, haemocytes density, melanization
quantification, and phagocytosis assay.

2. Materials and methods
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2.1 Fungal strains and growth conditions

P. brasiliensis S1 (Pb-18) a highly virulent and of reference strain,
and P. lutzii LDR2 (Pb01-like; IFM 54648) (37), strain was initially recovered from a
64-year-old Brazilian man with PCM chronic multi-focal, the patient lived in Botucatu,
Séao Paulo, Brazil, and at the time of diagnosis lived in Londrina, PR, Brazil, which
are endemic areas of this disease. The fungi were maintained in yeast form on

Sabouraud dextrose agar at 35°C, subcultured every 5-7 days.

2.2 Preparation of inoculum

For inoculum, yeast cells of Paracoccidioides spp. were harvested
from 6-day-old cultures on Sabouraud dextrose medium, suspended in a sterile
phosphate buffered saline solution (PBS: NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 10
mM, KH,PO4 1,76 mM, pH 7.4). The suspensions were washed twice in PBS and
then were passed through a syringe with layers of sterile gauze to eliminate clumps
of fungal cells. The yeast cells were counted in a Neubauer chamber and the

suspensions adjusted to different cell concentrations by dilution in PBS.

2.3 G. mellonella larvae

Final instar G. mellonella larvae were obtained from the laboratory of
alternative methods to the use of animals, Department of Microbiology, Center of
Biological Sciences, State University of Londrina, Londrina, PR, Brazil. G. mellonella
were reared on an artificial diet as described by Tomiotto-Pellissier et al. (38), at
28°C in the dark. The larvae were selected according to the following criteria: weight

of 160-240 mg, showing a clear and uniform color, without dark spots or gray marks.
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2.4 G. mellonella survival assay

For determination of TDsgw, yeast suspensions (10 pL of a 5x10°8,
2.5x108 or 1x108 yeast cells/mL) were injected in the haemocele through the last left
pro-leg of the larvae as described by Fuchs et al (39). Therefore, the resulting the
final inoculum concentration for each group was 5x10° 2.5x10° 1x10° yeast
cells/larva. In all experiments two control groups of uninfected larvae were inoculated
with 10 yL of PBS and 10 pL of yeasts heat-inactivated for 6 h at 60°C. For each
group, a total of 10 larvae were chosen for each assay, and were performed on three
independent occasions. After infection, all G. mellonella larvae were placed in sterile
Petri dishes and were incubated at 35°C, and the survival of the larvae were
evaluated every day for 7 days. Larval death was determined by visual inspection

and by the lack of movement to physical stimulation.

2.5 Haemocytes density determination in the haemolymph

Groups of three larvae were inoculated with 5x10° yeast cells/larva of
P. brasiliensis (Pb-18) or P. lutzii (LDR2) as described above, and then incubated at
35°C for 2, 4 and 8 h. After the infection period, 40 uL of haemolymph were collected
in a sterile microtube containing the same volume of Insect Physiological Saline
Buffer (IPS; 150 mM sodium chloride, 5 mM potassium chloride, 10 mM Tris-HCI pH
6.9, 10 mM EDTA and 30 mM sodium citrate plus 10mMN-ethylmaleimide
(anticoagulant) and were placed on ice and sample collection was carried out
immediately to avoid cell melanization. Subsequently a 1:10 dilution in IPS, density
was assessed by counting the haemocytes using a Neubauer chamber. Group
inoculated with PBS was included as control. All determinations were performed on

three independent experiments. The results were expressed as haemocytes/mL.
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2.6 Melanization quantification

Larvae were inoculated with 5x10° yeast cells/larva of P. brasiliensis
(Pb-18) or P. lutzii (LDR2) as described above, and incubated at 35°C, before the
haemolymph of each larva was collected at 4 and 12 h post-infection. Haemolymph
was diluted 1:10 in IPS buffer and 200 yL of each sample were placed in 96 well
microdilution plates and quantification of melanization assay was performed as
described by Scorzoni et al. (40) Then, the OD at 405 nm was measured using
microtiter plate reader (LabSystems Multiskan EX). The experiment was performed in

triplicate and independently repeated at least three times.

2.7 Phagocytic assay for microscopy analysis

The phagocytic capacity of the hemocytes was performed based on
the protocol described by Tomiotto-Pellissier et al. (38) with slight modifications. In a
24-well plate, 1x10° hemocytes were added in 100 pL IPS without anticoagulant on
13-mm round coverslips treated with acetic acid, and the plates were incubated for
30 min at 37°C with 5% CO., to allow cell adherence. Then, non-adherent hemocytes
were removed and the adhered cells were co-incubated with yeast cells of P.
brasiliensis (Pb-18) or P. lutzii (LDR2), or latex beads (control, 1 ym diameter,
Sigma-Aldrich) in a 1:10 ratio in RPMI 1640 medium (Gibco by life technologies,
USA) with a final volume adjusted to 500 uL, the phagocytosis was analyzed after 1 h
of incubation at 37°C.

The samples were then washed with IPS without anticoagulant to
remove non-adherent yeast cells/beads and the samples fixed with 1 mL methanol
(Anidrol) for 20 min. Then, cells were stained with MayGrinwald (Laborclin, Brazil)

for 20 min, washed with Sorenson's buffer [0.133 M Na,HPO, (F. Maia, Brazil), 0.133
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M KH,;PO4 (F. Maia, pH 7.2)] and immersed in Giemsa dye (Laborclin) for 20 min.
Finally, the coverslips were again washed with Sorenson's buffer, air dried, and
mounted on glass slides.

To quantify the rate of phagocytosis for each cover slip, ten fields
that contained at least 50 hemocytes were examined. The rate of phagocytosis was
calculated according to the following formula: Phagocytic rate = [(phagocytic

hemocyte)/ (total hemocyte)] x 100%.

2.8 Analysis of biofilm formation

The ability of Paracocciodiodes spp. strains to form biofilms was
performed according to with Sardi et al. (16) some modifications. Initially, 500 uL of a
culture of 1x108 cells/mL of P. brasiliensis (Pb-18) and P. lutzii (LDR2) in PBS was
added to the wells of a 24-well plate (TPP, Trasadingen, Switzerland) and incubated
at 37°C for 7 h in 5% CO, for biofilm pre-adhesion. After pre-adhesion for 7 h, the
supernatant was removed from each well to remove non adherent cells. Then 1000
puL of RPMI 1640 (Gibco by life technologies, USA) that contained L-glutamine, but
not sodium bicarbonate supplemented with 2% glucose and 10% fetal bovine serum,
was added to each well and the plates were further incubated under the same
conditions. The culture medium was renewed every 48 hours. After biofilm formation
for 48, 96 and 144 h, the medium and planktonic cells were removed and the biofilms

were washed twice with 400 uL of PBS using gentle pipetting.

2.8.1 Measurement of biofilm biomass
Based on the protocol described by Brilhante et al. (41), the wells

were then washed three times with 400 yL of PBS, followed by fixation with 200 uL
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100% methanol. After removing the methanol, the wells were left to dry at room
temperature. Afterwards, 0.1% crystal violet solution was added and incubated for 20
min. The wells were then washed four times with 400 yL of PBS and a 33% solution
of acetic acid was added to the previously coloured wells. Subsequently, the content
of each plate was transferred to another 96-well plate, and was measured in a
microtiter plate reader (LabSystems Multiskan EX) at 570 nm. Three independent
experiments were carried out with three replicates for each strain. Wells containing
only RPMI 1640 supplemented with 2% glucose and 10% fetal bovine serum were
included as negative controls in all experiments. Biofilm formation was evaluated at

the following times: 7, 48, 96 and 144 h.

2.9 Virulence of Planktonic and Biofilm Cells in Galleria mellonella

After biofilm formation for 144 h, the planktonic cells and the medium
were removed. The biofilms cells were washed twice with 400 uL of PBS using gentle
pipetting, and these cells were destroyed with a scraper, planktonic cells and biofilms
were counted using a Neubauer chamber and adjusted to the final concentration of
5x10° yeast cells/mL, the resulting the final inoculum concentration was 5x10° yeast
cells/larva. G. mellonella larvae were injected and monitored as previously described.
For each condition, a total of 10 larvae were used, and each experiment was

repeated at three times.

2.10 Statistical analysis
Graphs and statistical analyses were performed with Graph-Pad
Prism 6 (Graph Pad Software Inc., CA, USA). Survival curves were analyzed by Log-

rank (Mantel-Cox) test. Analysis of changes in hemocyte density and melanization
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quantification were performed by Two-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison
post test. Results of phagocytosis assay were analyzed using One-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey’s post test. All experiments were performed on
three independent occasions and results are expressed as the mean + S.D. P values

of < 0.05 were considered significant.

3.0 Results

3.1 Survival of G. mellonella after infection with P. brasiliensis and P. lutzii.

The results of survival of infected larvae with three different
concentrations 5x10°, 2.5x10°, 1x10° cells/larva of P. brasiliensis (Pb-18) or P. lutzii
(LDR2) in G. mellonella, within 7 days of infection are shown in Figure 1 A and 1 B.
An analysis of the survival curve showed that the killing of the larvae depended on
the number of cells/larva injected, differences between the strains in the virulence
and that the 50% survival mark varied according to inoculum size.

With the higher inoculum levels (5x10°), the time necessary to result
in 50% killing (TDsoy) ranged from 2 to 3 days for P. brasiliensis and for P. lutzii, and
different virulence levels of both species based on the survival curves profiles was
found in this model (p<0.05). The 1x10°, 2.5x10° and 5x10° cells/larva concentration
of P. brasiliensis was able to kill 40%, 56.7% and 90% of the larvae respectively.
These same doses with P. lutzii induced 60%, 93.33% and 100% larvae death within
the observation period. Each concentration of P. brasiliensis (p=0.0001) and P. lutzii
(p<0.0001) tested significantly reduced the survival of G. mellonella compared with
the control groups (PBS-infected larvae and yeasts heat-inactivated infected larvae).

There was a significant difference between low inoculum levels (1x10° cells/larva)



49

and the higher inoculum levels (5x10° cells/larva) in the larval survival for P.
brasiliensis (p=0.0005) and for P. lutzii (p<0.0001). In addition, a significant difference
was observed between low inoculum levels (1x10° cells/larva) and the average

inoculum levels (2.5x10° cells/larva) in the larval survival for P. lutzii (p=0,0009).

3.2 Hemocyte density after infection with P. brasiliensis and P. lutzii.

The infection with 5 x10° cells/larva of P. brasiliensis (Pb-18) and P.
lutzii (LDR2) significantly reduced the hemocyte density after 2 hours of infection and
this decrease was remained almost unchanged after 4 and 8 h of infection compared
with the control group larvae injected with PBS as shown in figure 2.

Statistically, significant differences in hemocytes density were
observed between larvae inoculated with P. brasiliensis (Pb-18) and P. lutzii (LDR2)
with the control group (p<0,0001). The number of hemocytes present in the
haemolymph of infected larvae with both strains tested revealed comparable

hemocyte numbers at different times (2, 4 and 8 h) (p>0,05).

3.3 Melanization quantification

A melanization of pathogens is controlled by the enzyme
phenoloxidase (PO), and activation of the PO cascade in the haemolymph results in
the deposition of melanin around invading yeast (42). Progression of P. brasiliensis
(Pb-18) and P. lutzii (LDR2) infection resulted in an increase in G. mellonella larvae
pigmentation after 4 h post infection (Figure 3 A-C). Quantification of melanization
indicated significant differences (p<0,0001) between larvae inoculated with P.
brasiliensis (Pb-18) and P. lutzii (LDR2) compared with the control group (larvae

inoculated with PBS) after 4 and 12 h post-infection, and the accumulation of melanin
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in the haemolymph has increased over time as shown in Figure 3 D.

Larvae infected with P. lutzii (LDR2) showed higher melanization
than P. brasiliensis (Pb-18) after of 4 h (p=0,0047) and 12 h (p<0,0001). These data
suggest this P. lutzii induce higher levels of melanization as a mechanism of immune
responses in G. mellonella larvae that might contribute to virulence potential and

faster larval mortality.

3.4 Phagocytosis assay

The phagocytosis assay in vitro by light microscope evaluated if G.
mellonella haemocytes had the ability to phagocyte P. brasiliensis (Pb-18) and P.
lutzii (LDR2) yeast cells. Both granular cells and plasmatocytes were able to
phagocytize this yeast cells (Fig. 4), however, spherule cells and oenocytoids did not
phagocytize these cells.

The P. brasiliensis and P. lutzii phagocytic rate by granular cells and
plasmatocytes were higher than control treated with beads (Figure 4D). P. lutzii
(p<0,01) and the control with latex beads (p=0,415) showed higher phagocytic rate,
for granular cells 25,7% and 6,5% than for plasmatocytes 16,4% and 4,1%

respectively.

3.5 In vitro biofilm formation by Paracoccidioides spp.

The ability of the P. brasiliensis (Pb-18) and P. lutzii (LDR2) strains to
form biofilms in vitro was evaluated. The kinetics of biofilm formation was measured
on 24-well polystyrene microtiter plates using the crystal violet staining to determine
the total biomass.

The biofilm growth curve showed that both strains adhered to the
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plastic surface after 7 hours of incubation, which included the adhesion period. Over
a period of 48, 96 and 144 h, an increasingly larger biofilm was observed, the optical
density values of biomass increased with time, reflecting the increased number of
cells that constituted the mature biofilm (Figure 5). The kinetics of biofilm formation
was similar in both strains analyzed and did not show statistically significant

differences (p=0,5861).

3.6 Virulence of Planktonic and Biofilm Cells in Galleria mellonella

The virulence of the planktonic (PC) and biofilm cells (BC) of P.
brasiliensis (Pb-18) and P. lutzii (LDR2) were compared in the G. mellonella in vivo
model. The survival curve profile of infected larvae showed a statistically significant
difference between BC and PC for P. brasiliensis (p=0,0078), and for P. lutzii
(p=0,008) as shown in Figure 6 A and 6 B. After 3 and 5 days post-infection, all
larvae with 5x10° biofilm cells/larva of P. lutzii (LDR2) or P. brasiliensis (Pb-18) were
dead. These doses induced the 100% larvae death within the observation period for

both strains showing cells from biofilms are more virulent.

4. Discussion

The positive correlation between the virulence of Candida albicans
and Pseudomonas aeruginosa in larvae and in the mouse infection system suggests
that G. mellonella may provide a convenient and inexpensive model for the in vivo
screening (22,43). In recent years, G. mellonella has been successfully employed in
studies comparing virulence of yeasts, dimorphic fungi, and filamentous fungi
(31,33,44,45), including yeast Paracoccidioides spp (35,36).

In the present study, we study host-pathogen interactions of P.
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brasiliensis and P. lutzii in an invertebrate model, the killing of the larvae was
inoculum-dependent, which correlates with data found in previous studies, although
the concentrations tested were different (35,36). As demonstrated by Scorzoni et al.
(36), with the concentration (5x10° cells/larva) of P. brasiliensis (Pb-18) was
observed the death of the larvae in 3 days (TDso%). However, our strain P. lutzii
(LDR2) with the same dose caused larval death faster (2-3 days) than the strain
(Pb0O1-like ATCC MYA-826/ Goiania, Brazil) that induced death in 4-5 days. The
survival curve profiles found in G. mellonella larvae shown different virulence levels
of both species, also differing from the data of this study.

The discrepancy in larval death for P. lutzii could be related to the
divergence of pathogenicity within the species as described by Molinari-Madlum et al.
(19), who observed that P. lutzii (PbO1 and 7455) caused intense progressive
peritonitis in B10.A mice, followed by a rapid dissemination to spleen, liver, lymph
nodes; features were not produced by P. brasiliensis isolates, validating the G.
mellonella model for infections by Paracoccidioides spp.

Bergin et al. (46) showed the correlation between changes in
haemocyte density and fungal load and pathogenicity, the isolates highly pathogenic
overcome the cellular response, leading to a decline in haemocyte numbers and an
increase in yeast cells in the haemolymph. Also in our study, the reduced haemocyte
density was detected in larvae infected by P. brasiliensis (Pb-18) or P. lutzii (LDR2),
after 2 hours that remained at similar levels in the other periods analyzed.

The reduction in the number of haemocytes after fungal infections
has been described and correlated with the mortality of G. mellonella caused by
yeasts and fungi such as C. tropicalis, C. krusei, Aspergillus terreus and

Paracoccidioides spp (32,36,40,45). Here, the haemocyte density was similar
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between fungi, even with the early death of larvae infected with P. lutzii (LDR2). Then
another virulence factor may be involved in early larvae death due to P. lutzii (LDR2)
infection.

A major innate defense system in invertebrates is the melanization of
pathogens, and this important process is controlled by the enzyme phenoloxidase
(PO) that in turn is regulated in a highly elaborate manner for avoiding unnecessary
production of highly toxic and reactive compounds. The proPO-activating system
(proPO system) is triggered by the presence of compounds of microbial origins, such
as B-1,3-glucans, which ensures that the system will become active in the presence
of potential pathogens (42). We observed that the high levels of melanization at 4
and 12 hours post-infection can be correlated with the higher mortality rate of the
larvae infected with both strains of Paracoccidioides spp., as demonstrated
previously with A. terreus isolates (32).

Phagocytosis is an evolutionarily conserved cellular immune process
that is used by both vertebrate and invertebrate animals for the destruction of small
foreign organisms (29). Siqueira et al. (20) reported that P. brasiliensis was
internalized by peritoneal macrophages at a higher rate (22.9%) compared to P. lutzii
(5.58%) after 2 h of co-culture. Also, phagocytosis in vivo by hemocyte cells from G.
mellonella larvae was described after 3 h of infection with this fungus, found 5% of
the hemocyte cells from G. mellonella were able to phagocytize P. brasiliensis or P.
lutzii, without differentiating the type of hemocyte involved in this reaction (36). In this
study, the in vitro phagocytosis assay revealed (48,7%) and (42.2%) phagocytosis
with P. brasiliensis and P. lutzii respectively. In addition, granular cells and
plasmatocytes of G. mellonella larvae were able to phagocytize yeast cells of

Paracoccidioides spp, and the granular cells showed the higher phagocytic ability



54

than the plasmatocytes for P. lutzii (LDR2). Tojo et al. (47) and Tomiotto-Pellissier et
al. (38) using in vitro assays demonstrated that, both granular cells and
plasmatocytes are involved in phagocytosis.

A wide variety of yeasts and fungi of medical importance have the
ability to colonize surfaces and produce biofilms, including Aspergillus spp. (48,49),
Candida albicans (50), Coccidioides immitis (51), Cryptococcus neoformans (52),
Histoplasma capsulatum (41), Trichosporon asahii (53), and P. brasiliensis (16). In
this study, both P. brasiliensis and P. lutzii (LDR2) yeast cells presented the ability to
form biofilm in vitro. According to Sardi et al. (16), the Paracoccidioides spp. biofilm
may be associated with an increase in the expression of adhesins and enzymes
related with the spreading infection and attribute antimicrobial resistance and
avoidance of host defenses.

In our in vivo experimental G. mellonella larvae infections between
biofilms and planktonic cells investigations, the faster larval death with biofilms, as
expected, and even faster with P. lutzii (LDR2) than P. brasiliensis were observed.
These results suggest a higher virulence of P. lutzii (LDR2) in relation to P.
brasiliensis (Pb18), however, the factors involved in early death by P. lutzii biofiims
require further study. This invertebrate model with various clinical isolates of C.
albicans (21,54), Cryptococcus neoformans and C. gattii (55) has been evidenced
higher rates of G. mellonella larvae mortality with biofilms compared to planktonic
cells.

In conclusion, different virulence levels of both species were
observed in the survival curves and the melanization degree, and the granular cells
and plasmatocytes of G. mellonella larvae presented ability to phagocytize this yeast

cells. Both P. brasiliensis (Pb18) and P. lutzii (LDR2) yeasts can form biofilm in vitro
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and the first study of Paracocciodiodes spp. biofilms in vivo experimental infections
evidenced the higher virulence of biofilm than planktonic cells, and that P. lutzii
(LDR2) is more virulent than P. brasiliensis (Pb18), in G. mellonella larvae model.
Additional studies are needed to determine the role of these biofilms in vivo involved

in the premature death of the larvae.
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Fig. 1. Survival curves of G. mellonella infected with P. brasiliensis (Pb-18) (A) and

P. lutzii (LDR2) (B) with three different concentrations. Statistical significance

(p<0.05) in relation to control groups (PBS-infected larvae and yeasts heat-

inactivated infected larvae).
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Fig. 2. Hemocyte density in G. mellonella larvae infected with P. brasiliensis (Pb-18)
and P. lutzii (LDR2) were assessed at different times (2, 4 and 8 hours). Letter b
denotes differences statistically significant (p<0,0001) relative to the PBS group

control (a), calculated by two-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison post test.
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Fig. 3. Melanization Analysis. Melanization of G. mellonella larvae: A) Control
inoculated with PBS, B) Infected with P. brasiliensis (Pb-18) and C) Infected with P.
lutzii (LDR2) after 4h. D) Melanization levels determined by Optical Density (O.D) of
the haemolymph of G. mellonella infected with 5x10° cells/larva of P. brasiliensis (Pb-
18) and P. lutzii (LDR2) after 4 and 12 h at 35°C. The asterisks denote differences
statistically significant (****p<0,0001) relative to the PBS group control and between
Pb 18 and LDR2 12 h post-infection, (**p=0,0047) between Pb 18 and LDR2 4 h
post-infection, calculated by the two-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison

post test.
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Phagocytosis (%)

Fig. 4. Analysis of the phagocytic assay. Photomicrograph of infected hemocytes
after 1-h incubation. The red arrows indicate the yeast cell within the host cell A, B)
Granular cells and C) Plasmatocyte. D) Phagocytosis rate of different types of
hemocytes with P. brasiliensis (Pb-18) and P. lutzii (LDR2) after 1 h of incubation at
37°C. The asterisks denote differences statistically significant (*p=0,0415) and

(**p=0,0100) calculated by one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison post

test.
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Fig. 5. Kinetics of biofilm formation by P. brasiliensis (Pb-18) e P. lutzii (LDR2) on
polystyrene microtiter plates. Biofilm formation determined by crystal violet staining.

Values represent the mean of three independent experiments for each strain.
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Fig. 6. Comparison of virulence from planktonic and biofilm cells of A) P. brasiliensis

(Pb-18) and B) P. lutzii (LDR2) in the G. mellonella model. The differences were

statistically significant (p<0.05).
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CONCLUSOES

As células de levedura de P. lutzii (LDR2) induzem menor tempo de
sobrevivéncia das larvas de G. mellonella infectadas do que P. brasiliensis (Pb18).

P. brasiliensis e P. lutzii apresentam a capacidade de induzir

decréscimo na densidade de hemoécitos em larvas de G. mellonella infectadas.

P. lutzii induz maior intensidade de melanizacdo que a infec¢ao por

P. brasiliensis em larvas de G. mellonella.

As células granulares e os plasmatécitos das larvas G. mellonella
apresentam a capacidade de fagocitar tanto as leveduras de P. brasiliensis como de
P. lutzii.

Demostramos a nova espécie P. lutzii apresenta habilidade para

formar biofilme in vitro.

As infeccdes in vivo de células biofilme de P. brasiliensis e P. lutzii
induzem morte precoce nas larvas de G. mellonella, sugerindo apresentar maior

viruléncia do que as células plancténicas.

O menor tempo de sobrevivéncia de larvas de G. mellonella
infectadas com as formas planctonicas ou biofilme de P. lutzii, sugere maior

potencial patogénico de P. lutzii em relacdo a P. brasiliensis.



