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RESUMO 
 

 Paracoccidioides brasiliensis, um fungo termo-dimórfico, é o agente etiológico da mais 

prevalente micose sistêmica da América Latina, a paracoccidioidomicose. A forma de levedura 

de P. brasiliensis atua como um patógeno intracelular facultativo, sendo capaz de sobreviver e 

replicar no interior de macrófagos e neutrófilos não ativados. Essa habilidade tem sido 

considerada crucial para o desenvolvimento da doença. Dessa maneira, o P. brasiliensis deve ter 

desenvolvido mecanismos que o permitiu adaptar-se ao ambiente hostil imposto por células 

fagocíticas. A fim de testarmos essa hipótese avaliamos a resposta transcricional de P. 

brasiliensis ao microambiente de macrófagos peritoneais murinos por meio da utilização da 

metodologia de microarranjo. Dos 1152 genes analisados, identificamos 152 genes que foram 

diferencialmente expressos no interior dos macrófagos. Esses genes estavam relacionados 

principalmente a limitação de glicose e aminoácidos, construção de parede celular e estresse 

oxidativo. Em geral, nossos resultados sugerem uma plasticidade transcricional de P. brasiliensis 

em resposta ao ambiente hostil dos macrófagos, o que auxiliaria a adaptação e conseqüente 

sobrevivência desse patógeno no hospedeiro. 
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ABSTRACT 

 

Paracoccidioides brasiliensis, a thermal dimorphic fungus, is the etiologic agent of the 

most common systemic mycosis in Latin America, paracoccidioidomycosis. The yeast form of P. 

brasiliensis acts as a facultative intracellular pathogen being able to survive and replicate within 

the phagosome of nonactivated murine and human macrophages. This ability has been proposed 

to be crucial to the development of disease. Thus, P. brasiliensis may have evolved mechanisms 

that counteract the constraints imposed by phagocytic cells. By using cDNA microarray 

technology we evaluated the early transcriptional response of this fungus to the environment of 

peritoneal murine macrophages in order to shed light on the mechanisms used by P. brasiliensis 

to survive within phagocytic cells. Of the 1152 genes analyzed, we identified 152 genes that 

were differentially transcribed. Intracellularly expressed genes were primarily associated with 

glucose and amino acid limitation, cell wall construction, and oxidative stress. For the first time, 

a comprehensive gene expression tool is used for the expression analysis of P. brasiliensis genes 

when interacting with macrophages. Overall, our data show a transcriptional plasticity of P. 

brasiliensis in response to the harsh environment of macrophages which may lead to adaptation 

and consequent survival of this pathogen. 
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2. INTRODUÇÃO 

 

2.1. Paracoccidioides brasiliensis e a Paracoccidioidomicose: aspectos gerais  

 

 As micoses sistêmicas impõem um problema sério e crescente de saúde pública, sendo 

uma importante causa de mortalidade e morbidade em todo o mundo. Apesar dos estudos sobre 

os fungos responsáveis por essas micoses terem aumentado consideravelmente, sobretudo devido 

às infecções oportunistas que acometem pacientes imunodeprimidos, estes focam principalmente 

naqueles fungos presentes em nível mundial. Por outro lado, fungos endêmicos como o 

Paracoccidiodes brasiliensis tem recebido muito menos atenção.  

O fungo dimórfico P. brasiliensis é o agente etiológico da paracoccidioidomicose (PCM), 

a mais prevalente micose sistêmica da América Latina. Lutz (1908) e Splendore (1912) foram os 

primeiros a relatar essa micose e observar o dimorfismo térmico desse fungo, respectivamente. 

In vitro a 37°C e em tecidos infectados, o P. brasiliensis cresce na forma de levedura 

caracterizada por sua forma oval ou esférica com diâmetro variando de poucos nanômetros em 

células jovens até 15-30 µm em leveduras maduras. Essas células são multinucleadas e 

multiplicam-se por brotamentos laterais o que resulta em uma estrutura com a aparência de roda 

de leme, a qual é a principal característica taxonômica e de diagnóstico desse fungo. A forma de 

micélio cresce lentamente à temperatura ambiente e é caracterizada por sua estrutura tubular de 

talo filamentoso (hifa) septado com comprimento de 1-3 µm (Carbonell, 1969; Franco, 1993). 

Assim como observado para outros fungos patogênicos, em P. brasiliensis a parede celular é a 

principal estrutura afetada pelo dimorfismo. A parede celular desse fungo é composta de lipídios, 

proteínas e polissacarídeos. A sua composição varia de acordo com a fase morfológica do fungo. 

Os polissacarídeos são responsáveis por 80% do peso seco da parede do fungo, sendo a quitina e 

os polímeros de glicose α-1,3-D-glicana e β-1,3-D-glicana os mais importantes (Kanetsuna et 

al., 1970; San Blas et al., 1987). Na fase miceliana 100% dos polímeros de glicose são β-glicana. 

Por outro lado, na fase leveduriforme a α-glicana é o principal polímero de glicose presente, 

enquanto a β-glicana contribui com apenas 5% (Kanetsuna et al., 1970). A composição de 

lipídeos de membrana celular também sofre mudanças durante o processo de dimorfismo em P. 

brasiliensis. A forma de levedura possui duas vezes mais lipídeos que a forma miceliana. O 

ácido linoléico e os lipídeos insaturados são encontrados em maior quantidade na forma 
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miceliana, enquanto na forma de levedura o lipídeo predominante é o ácido oléico (San Blas & 

San Blas, 1977). Essa diferença possivelmente está relacionada à manutenção da permeabilidade 

normal da membrana, quando submetida à temperatura de 37oC, necessária para a sobrevivência 

da forma de levedura sugerindo, assim, um provável envolvimento dos ácidos graxos no 

processo de transição e adaptação celular desse fungo (Hamdan et al., 1993). 

Na ultima década testemunhamos grandes avanços no conhecimento da organização 

genômica de P. brasiliensis. Porém, conclusões definitivas são aguardadas. Estudos empregando 

diferentes técnicas como a eletroforese de pulso alternado, microscopia de fluorescência 

confocal e citomêtria de fluxo demonstram em diferentes isolados uma natureza haplóide, 

diplóide ou mesmo aneuplóide. Além disso, quatro ou cinco cromossomos com o tamanho 

variando entre 2 e 10 Mb foram identificados e o tamanho do genoma foi estimado em 20-23 

Mb, com um número total de genes variando entre 7.500 a 9.000 (Montoya et al.,  1997; 1999; 

Almeida et al.,  2007; Feitosa et al. 2003; Reinoso et al., 2005). Essa grande variabilidade 

genética associada aos diferentes níveis de virulência de isolados em modelo experimental de 

infecção (Singer-Vermes, 1989) levaram à hipótese do P. brasiliensis não ser uma espécie única 

(clonal), como vêm sendo sugerido desde sua descrição (Almeida, 1930). De fato, Matute et al. 

(2006) analisando oito regiões de cinco genes codantes em 65 isolados de P. brasiliensis 

indicaram a presença de três espécies crípticas decorrentes de dois eventos independentes de 

especiação. Ademais, em pelo menos uma dessas espécies, a qual englobava 38 isolados, 

observou-se a presença de recombinação nas regiões gênicas analisadas, o que constitui uma 

forte evidência de uma possível reprodução sexuada neste fungo. 

A classificação taxonômica e a nomenclatura dos fungos são classicamente 

fundamentadas na observação do fenótipo nos estágios de reprodução sexuada. Apesar das fortes 

evidências moleculares para a reprodução sexuada (Felipe et al., 2005; Matute et al., 2006), a 

forma teleomórfica de P. brasiliensis é desconhecida, o que complica a sua classificação 

taxonômica baseado somente no fenótipo. A utilização de técnicas moleculares, fundamentadas 

na comparação de seqüência do DNA que codifica para subunidade maior do RNA ribossômico 

(26S) vem tornando mais fidedigna a classificação taxonômica dos fungos e posiciona 

atualmente o P. brasiliensis no reino Fungi, filo Ascomycota, classe Plectomycetes, ordem 

Onygenales e família Onygenaceae, juntamente com o Histoplasma capsulatum e Blastomyces 

dermatitidis (Leclerc et al., 1994; Guarro et al., 1999; Bialek et al., 2000).  
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Apesar de não estar totalmente esclarecido o habitat e o ciclo de vida de P. brasiliensis 

diversos estudos ecoepidemiológicos sugerem que esse fungo sobreviva na sua fase miceliana de 

forma saprófita em regiões com vegetação perturbada e solos úmidos, ricos em matéria orgânica 

e com pequenas alterações de temperatura (Restrepo et al., 1985; 2001). Em condições adversas 

(limitação de umidade e nutrientes) o fungo produz propágulos da forma miceliana denominados 

de conídios, os quais podem infectar, via aerógena, o homem (Restrepo et al., 2001). Acreditava-

se que o homem era o único hospedeiro infectado pelo P. brasiliensis até o fungo ter sido isolado 

em órgãos de tatus de nove bandas ou tatu galinha (Dasypus novemcinctus). A distribuição 

geográfica desse vertebrado e da PCM sobrepõe-se, o que levou à hipótese do tatu ser um 

importante reservatório natural do fungo, uma vez que não havia evidências clínicas da doença 

no animal infectado (Bagagli et al., 1998). Entretanto, a lesão granulomatosa característica da 

PCM identificada posteriormente em diferentes órgãos do tatu, sugerem que esses animais 

também sejam um possível hospedeiro animal para o P. brasiliensis (Bagagli et al., 2003; 

Restrepo et al., 2001). Recentemente, Theodoro et al. (2005), por meio da reação em cadeia da 

polimerase (PCR, polymerase chain reaction) identificaram o P. brasiliensis nas fezes e no solo 

de buracos do tatu galinha naturalmente infectados. Dessa maneira pode ser vislumbrado um 

possível papel do tatu galinha no ciclo natural de P. brasiliensis devido à sua habilidade de 

eliminar e/ou disseminar o fungo no ambiente. É interessante notar que algumas populações 

rurais da América Latina consomem o tatu galinha como alimento, e que o contato com esses 

animais pode ser um fator de risco para PCM (Cadavid & Restrepo, 1993), justificando 

campanhas de saúde pública a fim de evitar contato com esses animais e/ou seu habitat. Além do 

tatu, manifestações clínicas da PCM têm sido recentemente reportadas em cães (Ricci et al., 

2004). 

 A PCM é restrita a América Central e Latina com uma distribuição não uniforme, 

estendendo-se do México até a Argentina, não havendo registro desta doença na Nicarágua, 

Guiana, Chile ou Suriname (Restrepo, 1985). O Brasil é o centro endêmico, contando com 80% 

dos casos relatados, sendo os estados de São Paulo, Goiás, Minas Gerais e Mato Grosso os mais 

afetados. Além desses estados, a região Norte, notadamente a Amazônia, com a abertura de 

novas fronteiras agrícolas também contribui para o atual panorama da micose (Coutinho et al., 

2002). Acometendo principalmente a população rural, devido possivelmente ao contato contínuo 

com o habitat de P. brasiliensis, a PCM é a oitava causa de mortalidade por doença crônica, 

entre as infecciosas e parasitárias, e a primeira entre as micoses sistêmicas no Brasil (Coutinho et 
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al., 2002). Essa micose tem sua importância em saúde coletiva ligada aos custos sociais e 

econômicos derivados não apenas da doença em atividade, que ocorre principalmente em 

indivíduos na fase mais produtiva da vida, como também das freqüentes seqüelas secundárias a 

essa micose, motivo comum de incapacitação para o trabalho. A PCM é na maioria dos casos 

assintomática, evoluindo em cerca de 2% dos indivíduos infectados cujo número em toda 

América Latina é estimado em 10 milhões (McEwen et al., 1995). O desenvolvimento da doença 

depende principalmente da virulência do patógeno, da suscetibilidade genética e do estado 

imunitário do hospedeiro. O padrão do granuloma formado e os órgãos envolvidos na resposta a 

diferentes isolados de P. brasiliensis em infecções experimentais (Zaccharias et al., 1986; 

Singer-Vermes et al., 1989) exemplificam o fator relacionado à virulência do patógeno. A 

suscetibilidade genética pôde ser demonstrada tanto para modelo experimental (Calich et al., 

1987), no qual um único gene autossômico dominante parece determinar resistência bem como 

em estudos clínicos, nos quais vários autores mostraram uma influencia de determinados 

antígenos de histocompatibilidade no desenvolvimento da PCM (Restrepo et al., 1983; Lacerda 

et al., 1988; Goldani et al., 1991; Sadahiro et al., 2007). Ademais, o polimorfismo de genes que 

codificam importantes citocinas no controle da PCM também estaria envolvido na 

suscetibilidade a essa micose em humanos (Bozzi et al., 2006). 

Após a entrada e o estabelecimento no hospedeiro, o fungo induz lesões pulmonares 

primárias, as quais podem permanecer inaparentes ou levar ao desenvolvimento da doença 

propriamente dita. A primeira possibilidade constitui a PCM-infecção, definida como sendo uma 

infecção assintomática em indivíduos sadios que vivem em área endêmica e são reativos ao teste 

cutâneo com paracoccidioidina. Por outro lado, nos indivíduos que desenvolvem  a doença, as 

manifestações clínicas são diversas (Brummer et al., 1993; Franco et al., 1993). De um modo 

geral, podem ser caracterizadas duas formas clínicas da PCM: a aguda (juvenil) e a crônica 

(adulto). A forma aguda, apresentação clínica responsável por 3 a 5% dos casos da doença, 

acomete principalmente jovens de ambos os sexos e é caracterizada por uma evolução rápida e 

severa. Envolve principalmente o sistema retículo-endotelial (linfadenomegalia e 

hepatoesplenomegalia), além do comprometimento ósteo-articular e lesões cutâneas. De maneira 

diferente da forma crônica, frequentemente é indicado em biópsias de pacientes da forma juvenil 

um grande número de P. brasiliensis em multiplicação sem a formação de granuloma. Além 

disso, os pulmões são raramente afetados. Na forma crônica, a forma mais comum de 

apresentação clínica da PCM, a evolução dá-se de modo lento e silencioso o que prejudica o 
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diagnóstico precoce. Em 90% dos pacientes, geralmente adultos do sexo masculino, as lesões 

granulomatosas pulmonares estão presentes. Em 25% dos casos, os pulmões são os únicos 

órgãos clinicamente afetados (forma crônica unifocal). Os sintomas respiratórios são 

inespecíficos e incluem tosse, expectoração, perda de fôlego, sendo que anorexia, febre e perda 

de peso são também usualmente relatados. Entretanto, em alguns casos, o envolvimento 

pulmonar unifocal é silencioso, o que leva os pacientes procurarem cuidados médicos somente 

após a disseminação do fungo, via corrente sangüínea e/ou sistema linfático, ter ocasionado 

lesões extra-pulmonares (forma crônica multifocal). Nessa forma clínica, os sintomas são 

variáveis e estão relacionados a mais de um órgão ou sistema, sendo que as lesões 

frequentemente ocorrem na mucosa oral e nasal, pele, linfonodos e glândulas adrenais (Franco et 

al., 1993; Shikanai-Yasuda et al., 2006).   

 A incidência da PCM é, dependendo da área endêmica, 17 a 83 vezes maior em adultos 

do sexo masculino quando comparados aqueles do sexo feminino. O fato desse perfil não ser 

verificado em indivíduos infectados antes da puberdade (Kerr et al., 1984; Restrepo, 1984), e 

que a exposição ao fungo é praticamente igual para ambos os sexos, levou à hipótese de que os 

hormônios sexuais femininos interferem na infecção do fungo. De fato, Restrepo et al. (1984), 

Salazar et al. (1988) e Sano et al. (1992) mostraram a presença de proteínas que atuam como 

receptores do 17 β-estradiol no citosol das células fúngicas. Esses estudos demonstraram, in 

vitro, que esse estrógeno tem a capacidade de inibir a transição do micélio para levedura. 

Posteriormente, Aristizabal et al. (1998) demonstraram que camundongas infectadas por via 

intranasal com conídios de P. brasiliensis inibiram a transformação dessas células para levedura. 

Observações realizadas entre 72 e 96 horas após infecção revelaram em camundongos 

quantidades decrescentes de conídios com um aumento expressivo de leveduras, enquanto que 

em camundongas apenas conídios eram observados. Esses resultados in vivo confirmam um 

papel importante do 17 β-estradiol na resistência inata de fêmeas à infecção pelo P. brasiliensis.    

 O tratamento da PCM deve incluir, além da terapêutica antifúngica específica, ações de 

apoio às complicações clínicas associadas ao envolvimento de diferentes órgãos e/ou sistemas 

pela micose. A ausência de tal terapia é usualmente fatal. Atualmente, as drogas de escolha são 

os derivados imidazólicos e triazólicos (pricipalmente itraconazol, cetoconazol e fluconazol), já 

que as sulfonamidas e a anfotericina B tem baixa taxa de aderência ao tratamento pelos pacientes 

devido aos efeitos colaterais mais exarcebados (Hahn & Hamdan, 2000; Shikanai-Yasuda et al., 

2002; 2006). Os antifúngicos azólicos inibem as enzimas da via biossintética do ergosterol, 
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alterando a permeabilidade da membrana celular do fungo. Apesar de essas drogas apresentarem 

uma ação terapêutica de efeito fungistático cessando a progressão da PCM, a seqüela fibrótica 

resultante persiste constituindo uma potencial fonte de fungo, a qual pode levar a reativação da 

doença após o término do tratamento. De fato, uma característica importante de P. brasiliensis 

está na sua habilidade de iniciar a infecção após um longo período de latência (Brummer et al., 

1993).  

 

2.2. Fatores de virulência em fungos causadores de micose sistêmicas  

 

A palavra ‘virulência’ tem a mesma origem latina da palavra ‘vírus’, a qual originalmente 

referia-se a qualquer patógeno que causava doença. Dessa maneira, virulência seria uma 

propriedade intrínseca distinguindo microrganismos patogênicos de não patogênicos. Porém, 

essa idéia clássica vem sendo alterada pelo fato das crescentes evidências de que fatores do 

hospedeiro são essenciais determinantes no desenrolar das interações parasita-hospedeiro, pois 

microrganismos considerados virulentos não são patogênicos em hospedeiros com imunidade 

específica, enquanto os que são geralmente avirulentos causam doença em hospedeiros 

imunossuprimidos. Por exemplo, isolados do fungo Cryptococcus neoformans que não possuem 

cápsula de polissacarídeo (principal fator de virulência desse fungo) são avirulentos para 

camundongos imunocompetentes, porém causam meningoencefalite similar àquela causada por 

isolados encapsulados em camundongos imunossuprimidos (Salkowski et al., 1991; Chang & 

Kwon-Chung, 1994;). Dessa maneira, virulência não é uma característica microbiana distinta e 

invariável, e sim um fenômeno complexo, dinâmico e mutável que inclui fatores tanto do 

hospedeiro como do micróbio. Baseado nesse contexto Casadevall & Pirofski (1999, 2001) 

redefiniram o conceito de virulência em a capacidade relativa de um microrganismo causar dano 

ao hospedeiro, sendo a virulência unicamente observada em um hospedeiro susceptível.  

Estima-se que haja aproximadamente 150.000 espécies de fungos com apenas 270 

descritas como sendo capazes de causar doença em humanos. As infecções fúngicas parecem ser 

acidentais em sua natureza e a maioria é adquirida por exposição à fonte natural do fungo, sendo 

poucas as transmitidas por contato homem a homem, sendo sugerido que não haveria pressão 

evolucionária seletiva para os fungos desenvolverem habilidades específicas para invasão, 

infecção e disseminação no hospedeiro mamífero (Steele, 1991). Entretanto, um fungo para ser 

patogênico deve sobreviver, crescer e causar doença no hospedeiro. Dessa maneira, alguns 
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fungos possuem certos fatores de virulência que os fornecem uma oportunidade para infecção 

dos hospedeiros mamíferos. Entre esses fatores há aqueles desenvolvidos inicialmente para uso 

nos habitats naturais, porém tornaram-se úteis no hospedeiro mamífero como descrito nos 

trabalhos de Steenbergen et al. (2001, 2004) e Mylonakis et al. (2002). Os resultados desses 

trabalhos sugerem que a virulência de C. neoformans, B. dermatitidis, Sporothrix schenckii e H. 

capsulatum seja uma conseqüência de adaptações que evoluíram para proteção desses fungos 

contra predadores ambientais como as amebas e nematóides. A ameba Acanthamoeba 

castellanii, assim como os macrófagos dos vertebrados, internalizam partículas em vacúolos e 

secretam enzimas lisossomais que digerem essas partículas (Swanson & Hammer, 2000). A. 

castellani rapidamente internaliza o C. neoformans, o que resulta na morte da ameba 

(Steenbergen et al. 2001). Entretanto, o principal achado desse estudo foi que após a 

internalização, esse fungo replica e forma vesículas contendo polissacarídeos como descrito na 

sua interação com macrófagos murinos e humanos. Ademais, isolados mutantes de C. 

neoformans deficientes geneticamente para dois importantes fatores de virulência (cápsula e 

fosfolipase) não foram capazes de sobreviver no interior da ameba.  Essas observações mostram 

que os fatores de virulência requeridos nos hospedeiros mamíferos também são fatores de 

virulência em amebas, sugerindo que a estratégia de sobrevivência intracelular usada por C. 

neorfomans em macrófagos de mamíferos é conseqüência da seleção evolutiva para a sua 

sobrevivência contra a predação por esses protozoários no solo. Resultados semelhantes foram 

obtidos quando do estudo da interação de A. castellani com B. dermatitidis, S. schenckii e H. 

capsulatum (Steenbergen et al. 2004). Considerando seu habitat saprófita e a proximidade 

filogenética com H. capsulatum e B. dermatitidis estudos avaliando a possível influência de tais 

predadores na aquisição e manutenção da virulência em P. brasiliensis são necessários. Nesse 

contexto, à medida que o nosso conhecimento sobre a patologia molecular de fungos progredir 

poucos determinantes clássicos de virulência, como aqueles descritos para bactérias, requeridos 

especificamente para evadir a resposta imune específica do hospedeiro serão achados 

(Casadevall et al., 2003); pesquisadores provavelmente encontrarão características desenvolvidas 

ou adquiridas para uma versatilidade fisiológica e nutricional que simplesmente garantam a 

sobrevivência no ambiente do hospedeiro mamífero. 

O teste ideal para avaliação de um fator de virulência é comparar as respostas biológicas 

em fungos com e sem tal fator. Tais comparações têm tradicionalmente requerido o 

desenvolvimento de isolados mutantes obtidos por mutagênese química ou por luz ultravioleta e 
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ainda por seleção de mutantes de ocorrência natural. Um grande obstáculo dessa abordagem é 

que o mutante pode ser deficiente não só no fator em estudo; isso devido ao fungo apresentar 

múltiplas mutações ou um defeito geral e não especifico. Porém, a disponibilidade da seqüência 

parcial ou total do genoma de fungos como Candida albicans, Aspergillus fumigatus, 

Cryptococcus neoformans, H. capsulatum e Coccidioides immitis e sistemas de transformação e 

nocaute gênico eficientes vêm fornecendo ferramentas moleculares importantes para o 

entendimento da patogênese fúngica (Kwon-Chung, 1998; Lorenz, 2002; Magee et al., 2003; 

Rappleye & Goldman, 2006).       

O estudo padrão da patogênese molecular em fungos baseia-se no postulado molecular de 

Koch, originalmente descrito para identificação de genes de virulência em bactéria (Falkow, 

2004). Esse postulado pode ser resumido da seguinte forma: (i) um fenótipo ou atributo é 

observado e o gene em controle identificado e clonado (ii) o gene é especificamente rompido 

(nocauteado) ou silenciado por meio de recombinação homóloga e pela técnica de RNA de 

interferência (RNAi), respectivamente, criando um mutante nulo (iii) o gene é reposto no 

mutante nulo a fim de reconstituir o fenótipo. Finalmente, os três isolados (tipo parental ou 

selvagem, nulo e reconstituído) são introduzidos em um modelo animal bem estabelecido para 

observar o impacto na infecção. Para que um gene seja considerado de virulência deve haver 

atenuação ou perda da capacidade do isolado mutante nulo em promover doença, quando 

comparado aos isolados do tipo parental e reconstituídos. É importante ressaltar que um mutante 

nulo para um determinado gene de virulência é diferente daquele para genes essenciais, já que o 

primeiro pode ser cultivado in vitro, porém tem sua sobrevivência atenuada ou perdida quando 

introduzido no ambiente do hospedeiro. Apesar de recentes esforços (Leal et al., 2004; Soares et 

al., 2005) a falta de um sistema de transformação e nocaute gênico eficiente é um importante 

fator que dificulta o nosso conhecimento sobre a virulência molecular na micose sistêmica 

causada pelo fungo P. brasiliensis. Entretanto, essa abordagem tem sido realizada com sucesso 

em outros fungos patogênicos causadores de micoses sistêmicas, gerando importantes 

informações sobre os mecanismos moleculares responsáveis por vários atributos ou fatores de 

virulência, como dimorfismo, componentes polissacarídeos da parede celular, termotolerância, 

moléculas de adesão celular, produção de enzimas extracelulares entre outros (Hogan et al., 

1996; Kurokawa et al., 1998;  van Burik & Magee, 2001; Navarro-Garcia et al., 2001; Odds et 

al., 2001; Lorenz, 2002; Rappleye & Goldman, 2006).  
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A associação entre morfogênese e virulência em fungos dimórficos como B. dermatitidis, 

C. immitis, H. capsulatum, P. brasiliensis e Penicillium marneffei tem sido relatada 

extensivamente na literatura devido ao fato de isolados mutantes naturais, os quais não transitam 

entre a forma saprófita de micélio para levedura, serem avirulentos em modelos experimentais 

(Medoff et al., 1986; Franco et al., 1993; Gow et al., 2002; Rooney & Klein, 2002). Além disso, 

a levedura é a única forma desses fungos que é encontrada parasitando os tecidos de seus 

hospedeiros. Dessa maneira, esse processo de transformação é essencial para o estabelecimento 

da infecção e desenvolvimento da doença, provavelmente por refletir mudanças adaptativas as 

quais permitem a sobrevivência desses fungos no novo ambiente do hospedeiro. Um importante 

mecanismo molecular que regula o dimorfismo só foi esclarecido recentemente. Em um estudo 

considerado um marco na micologia, Nemecek et al. (2006) identificaram um gene (dimorphism-

regulating histidine kinase-drk1) cujo produto é essencial no sensoriamento dos sinais fornecidos 

pelo hospedeiro para induzir a transição da forma de micélio para a de levedura em B. 

dermatitidis e H. capsulatum. Além de ser essencial para o dimorfismo, a utilização de isolados 

mutantes nulos para o gene drk1 demonstrou um importante papel dessa histidina quinase na 

regulação da integridade da parede celular e da expressão de genes de virulência in vivo. 

Considerando esses efeitos, os autores postularam que a virulência de B. dermatitidis e H. 

capsulatum não expressando drk1 estaria comprometida. De fato, a virulência dos mutantes 

nulos em um modelo murino de infecção pulmonar letal foi drasticamente reduzida, como 

constatado pela análise da curva de sobrevivência dos animais infectados e o número de 

unidades formadoras de colônia (UFC) recuperadas de seus pulmões. A importância desse 

trabalho também reside no fato de que não há homólogos de DRK1 em humanos. Assim, a 

atividade dessa quinase pode ser um importante alvo para o desenvolvimento de um anti-fúngico 

de largo espectro de ação. Um dos genes de virulência cuja expressão era regulada por DRK1 e 

aquele que codifica para α-1,3 glicana sintase (ags1). A α-glicana é um componente 

polissacarídeo específico da parede celular da forma de levedura dos fungos dimórficos. 

Diversas evidências indiretas têm demonstrado que a α-glicana pode ser um importante fator de 

virulência em P. brasiliensis: (i) a virulência de diferentes isolados desse fungo é proporcional 

ao conteúdo de α-glicana presente na parede celular, de tal maneira que isolados altamente 

virulentos chegam a ter 40% do peso total da parede do fungo formada por esse polímero de 

glicose, enquanto que os de baixa virulência 3-5% (San-Blas & San-Blas, 1977; Hallak et al., 

1982) (ii) o cultivo in vitro por longos períodos de tempo de isolados virulentos leva a uma 
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diminuição da quantidade de α-glicana e perda da virulência (iii) a localização na camada mais 

externa da parede do fungo sugere um papel de proteção contra os fagócitos (Kanetsuna and 

Carbonell, 1970; San-Blas & San-Blas, 1977; 1987). Rappleye et al. (2004) associou diretamente 

a α-glicana como importante na virulência fúngica ao utilizar a técnica de RNAi para silenciar a 

expressão do gene ags1 em H. capsulatum. O silenciamento desse gene tornou as leveduras de 

H. capsulatum  mais susceptíveis à destruição in vitro por macrófagos e incapazes de colonizar 

os pulmões de camundongos após infecção por via intranasal.  

A habilidade dos fungos patogênicos em crescer na temperatura corporal do hospedeiro 

humano é obviamente um requerimento essencial para o estabelecimento de infecções 

sistêmicas. Esse fenômeno conhecido como termotolerância distingue C. neoformans var. gatii 

da var. neoformans. O primeiro não cresce eficientemente a 37 ºC e não é capaz de causar 

infecção letal em camundongos, ao passo que o segundo cresce facilmente a essa temperatura 

com conseqüente estabelecimento e desenvolvimento de doença (Rhodes, 1988). Nesse fungo, a 

proteína calcineurina fosfatase depedente de Ca2+/calmodulina parece ser requerida para o 

crescimento a 37 ºC, pois o tratamento com ciclosporina e FK506 a essa temperatura, mas não a 

24 ºC, impede o crescimento do fungo. Além disso, um isolado mutante nulo para a subunidade 

catalítica da calcineurina não sobrevive in vitro a 37 ºC e torna-se avirulento em um modelo 

animal de meningite criptocócica (Odom et al., 1997a, b). Nesse contexto, nosso grupo 

identificou e clonou o gene da calmodulina de P. brasiliensis, e demonstrou que inibidores da 

atividade dessa proteína eram capazes de prejudicar a transição de micélio para levedura (de 

Carvalho et al., 2003). 

A adesão de fungos as células/tecido do hospedeiro é considerada um importante passo 

inicial na colonização e disseminação desses patógenos no hospedeiro susceptível (Mendes-

Giannini et al., 2000). Em P. brasiliensis, um ensaio in vitro, utilizado na avaliação da adesão de 

leveduras desse fungo a células epiteliais de mamíferos, estabeleceu uma relação direta entre a 

capacidade de aderência com a virulência dos diferentes isolados fúngicos utilizados (Hanna et 

al., 2000). A adesão de P. brasiliensis a essas células é substancialmente reduzida na presença de 

anticorpos específicos à glicoproteína de 43-kDa (gp43) presente na parede do fungo. Além da 

sua atuação como adesina, a gp43 é o principal componente antigênico do P. brasiliensis 

(Travassos et al., 1995). O alvo da gp43 como adesina é a laminina, a principal proteína da 

matriz extracelular na membrana basal dos tecidos de mamíferos, de tal maneira que leveduras 

cobertas com laminina têm uma maior capacidade de disseminação, causando uma doença mais 
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severa em hamsters (Vicentini et al. 1994). Recentemente, Gonzalez et al. (2005) demonstraram 

a presença de dois polipeptídios na superfície de conídios de P. brasiliensis capazes de interagir 

com proteínas da matriz extracelular como a laminina, fibronectina e fibrinogênio. Esses 

polipeptídios, atuando como adesinas, podem ser cruciais para a aderência inicial dos conídios 

no parênquima pulmonar e talvez também para a disseminação do fungo. O papel das adesinas 

na virulência fúngica tem sido inequivocamente comprovado por meio da utilização de mutantes 

nulos para essas proteínas, principalmente em C. albicans e C. immitis (Sundstrom, 1999; Staab 

et al., 1999; Hoyer, 2001; Hung et al., 2002). 

A secreção de enzimas hidrolíticas, como as proteinases e fosfolipases, também é 

considerada um importante fator que contribui para a virulência de fungos causadores de micose 

sistêmica. Essas enzimas degradam a membrana celular e a matriz extracelular do hospedeiro, 

contribuindo assim para a disseminação e invasão tecidual (Hube et al., 1998; Ghannoum, 2000).  

Evidências indiretas de que as fosfolipases são fatores de virulência em C. albicans foi 

inicialmente descrito por Ibrahim et al. (1995). Esses autores descreveram que o nível de 

produção dessa enzima por nove diferentes isolados estava diretamente relacionado com a 

gravidade da doença causada em um modelo murino de candidíase. A fim de elucidar um papel 

direto da fosfolipase na virulência de C. albicans, o gene plb1 que a codifica foi clonado e 

caracterizado, proporcionando a criação de mutantes deficientes para esse gene (Leidich et al., 

1998). Esses mutantes não apresentavam problemas de crescimento, morfologia ou aderência. 

Entretanto, a sua habilidade de penetrar em células endoteliais e epiteliais humanas era bastante 

comprometida. Em C. neoformans a deleção de plb1 causou uma evidente perda da virulência 

em modelo murino de infecção por inalação (Cox et al., 2001), provavelmente pelo fato do 

surfactante pulmonar ser um excelente substrato para a fosfolipase (Santangelo et al., 1999).   

 

2.3. A imunobiologia da PCM e outras micoses sistêmicas  

  

 A defesa imunológica do hospedeiro mamífero contra as micoses sistêmicas é complexa e 

multifatorial, dependendo de mecanismos inatos e adaptativos (Huffnagle & Deepe, 2003; 

Romani, 2004). Os elementos inatos constitutivos incluem a pele (barreira física e química) e as 

superfícies epiteliais das mucosas respiratórias, gastrointestinal e urinárias. Ademais, proteínas 

como colectinas, do complemento e anticorpos naturais opsonizam as células fúngicas, 

facilitando a fagocitose pelas células fagocitárias profissionais da defesa imunológica inata: as 
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células dendríticas (DC, dendritic cells), neutrófilos, e macrófagos/monócitos (Mecizhitov & 

Janeway, 1997; Romani, 2004). Outras células como o linfócito T citotóxico natural (NK, 

natural killer), o linfócito T γδ e as células de origem não hematopoiéticas como as endoteliais e 

epiteliais também têm um papel importante na imunidade inata. A importância de qualquer um 

desses mecanismos na resistência às infecções fúngicas sistêmicas podem variar conforme o 

agente infeccioso. De tal maneira que os fatores da resposta inata teriam uma maior importância 

na ação contra os fungos oportunistas como C. albicans, A. fumigatus, C. neoformans do que 

contra fungos patogênicos primários como C. immitis, H. capsulatum, B. dermatitidis e P. 

brasiliensis (Schaffner et al., 1986; Cutler et al., 2007).  

A imunidade adaptativa é, para efeito didático, dividida em resposta celular ou humoral. 

A imunidade celular é orquestrada principalmente pela subpopulação de linfócito T auxiliar ou 

helper CD4+ 1 (Th1) enquanto que a humoral pela Th2. Nas últimas décadas, diversos trabalhos 

vêm demonstrando que a resistência aos fungos causadores de micoses sistêmicas como C. 

albicans, A. fumigatus, C. neoformans, C. immitis, H. capsulatum, B. dermatitidis e P. 

brasiliensis, está associada a uma resposta imunológica celular efetiva, enquanto que a 

suscetibilidade a uma resposta predominantemente humoral (Romani, 2004).  

Na PCM humana e experimental ocorre uma extensa variação da resposta imunológica, 

cujo grande espectro de manifestações clínicas depende principalmente do nível de supressão da 

imunidade celular. Assim, formas severas de PCM são caracterizadas por distúrbios 

imunológicos como alterações na razão de subpopulações de linfócitos T, hipersensibilidade do 

tipo tardia (DTH, delayed type hypersensitivity) prejudicada, produção de citocinas que inibem o 

desenvolvimento de uma resposta imune celular efetiva e supressão da proliferação de linfócitos 

T (Mok & Greer, 1977; Bava et al., 1991; Benard et al., 1996, 1997, 2001; Bocca et al., 1998; 

Marques-Mello et al., 2002; Campanelli et al., 2003; Cavassani et al., 2006; Bordon et al., 

2007b).  

O conceito de subpopulações funcionalmente distintas de linfócitos T CD4+ (Th1 e Th2), 

fundamentado principalmente no perfil de citocinas secretadas, tem sido bastante útil para o 

entendimento dos mecanismos de defesa imunológica em infecções e também no planejamento 

de estratégias terapêuticas (Seder & Paul, 1994; Mosmann & Sad, 1996; Jankovic et al., 2001; 

Kidd, 2003). As diferentes citocinas secretadas por essas subpopulações de linfócitos T instruem 

uma resposta imunológica predominantemente celular ou humoral. Durante uma resposta 

imunológica a agentes infecciosos, em muitos casos, não há uma absoluta restrição na ativação 
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de linfócitos Th1 ou Th2. Entretanto, em algumas enfermidades, há uma clara dominância de 

uma ou outra subpopulação de linfócitos auxiliares, e uma falha na ativação da subpopulação 

apropriada pode ocasionar resultados desastrosos para o hospedeiro.   

 Os linfócitos Th1 e Th2 diferenciam-se a partir de uma célula T precursora denominada 

de Th0, caracterizada por secretar interleucina IL-4 e o interferon gama (IFN)-γ. A diferenciação 

desse precursor em Th1 ou Th2 é dirigida principalmente, mas, não unicamente pelas citocinas 

(IL-12 para Th1 e IL-4 para Th2) produzidas por células do sistema imunológico inato logo após 

a infecção. Desse modo, em uma resposta típica à infecção fúngica, ocorre uma produção de IL-

12 pelas DCs e macrófagos seguida pela produção de IFN-γ, em resposta a IL-12, por linfócitos 

NK. Esse cenário induz uma resposta mediada por Th1, que caracteriza a imunidade celular. Por 

outro lado, a produção inicial de IL-4 pelas DCs ou por outros leucócitos como basófilos, 

mastócitos ou eosinófilos direciona uma resposta do tipo Th2, a qual caracteriza a imunidade 

humoral (d`Ostiani et al., 2000; Maldonado-López & Moser, 2001; Kidd, 2003; Romani, 2004). 

O fenótipo da célula fúngica, a carga antigênica, o subtipo da DC, o receptor utilizado pelas DC, 

o background genético, tanto do fungo como do hospedeiro e o microambiente co-estimulatório 

são alguns dos fatores que contribuem para a polarização de uma resposta imune ser celular ou 

humoral (Kuchroo et al., 1995; d`Ostiani et al., 2000; Maldonado-López & Moser, 2001; Bozza 

et al., 2002; Ferreira et al., 2003; Huffnagle & Deepe, 2003; Romani, 2004). Nesse sentido, as 

DCs têm um papel essencial na instrução da resposta imune adaptativa (Romani et al., 2002). 

Essas células residem, na sua forma imatura, nos tecidos periféricos e órgãos ativamente 

reconhecendo, capturando e processando antígenos derivados de patógenos. Após o estímulo 

antigênico (lipopolissacarídeo (LPS), por exemplo), as DCs iniciam seu processo de maturação e 

migram para os órgãos linfóides secundários (linfonodos e baço) a fim de apresentar os 

antígenos, no contexto de moléculas de CPH (complexo principal de histocompatibilidade), aos 

linfócitos raros virgens antígeno-específicos Th0 (Hartgers et al., 2000).  A maturação das DCs é 

caracterizada pela perda na capacidade de capturar e processar antígenos e pelo aumento na 

expressão de moléculas CPH, co-estimulatórias e de adesão. O processo de reconhecimento dos 

antígenos depende dos receptores de reconhecimento de padrões (PRR, pattern recognition 

receptors) presente em grande diversidade na membrana plasmática de DCs. Os PRRs 

reconhecem moléculas estruturais invariantes comum a um grande número de patógenos, 

conhecidas como padrões moleculares associados a patógenos (PAMP, pathogen-associated 

molecular patterns) (Janeway & Medzhitov, 2002). O principal PRR é a família de receptores 
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Toll-like (TLR), os quais também estão presentes em macrófagos e neutrófilos. Os TLRs são 

uma classe de proteínas transmembrana que reconhecem determinados PAMPs ativando vias de 

sinalização celulares, o que resulta na indução da expressão de citocinas pró-inflamatórias e 

moléculas co-estimulatórias (Pasare & Medzhitov 2004; Levitz, 2004). Diversos componentes da 

parede celular de vários fungos, como glicoronoxilomanana e fosfolipomanana, atuam como 

PAMPs reconhecidos pelos TLRs de DCs e macrófagos (Romani et al., 2002; Kopp & 

Medzhitov 2003). Além dos TLRs, receptores como dectina-1, que reconhece β-glicana, o 

receptor para manose (MR, mannose receptor) e os que reconhecem moléculas opsonizadoras 

(receptor do complemento 3 -CR3 ou CD11b/CD18- e o receptor da porção Fc de IgG -FcγR-) 

também atuam no sensoriamento de células fúngicas pelas DCs e macrófagos (Romani et al., 

2002; Romani, 2004; Brown, 2006). Estudos recentes avaliaram o ação das DCs na PCM. 

Ferreira et al. (2004) demonstraram que a fagocitose de P. brasiliensis por essas células é 

mediado, em grande parte, pelo receptor de manose. Interessantemente, a infecção pelo fungo e a 

introdução exógena da gp43 levaram a uma inibição da produção de IL-12 e TNF-α  pelas DCs. 

Além disso, as moléculas de CPH e de adesão também tinham sua expressão diminuída. Dessa 

maneira, a gp43 poderia estar relacionada ao desenvolvimento de uma resposta não protetora 

humoral (Th2). De fato, camundongos susceptíveis imunizados com DCs estimuladas com gp43 

e LPS apresentavam uma doença mais severa, caracterizada por uma carga fúngica pulmonar 

elevada e granulomas difusos e frouxos, quando comparado com os camundongos controles que 

receberam DCs estimuladas com LPS somente (Ferreira & Almeida, 2006). Esses resultados 

corroboram os achados de Almeida & Lopes, (2001). Esses autores demonstraram que 

camundongos suscetíveis à infecção por P. brasiliensis caracterizavam-se pela menor eficiência 

de suas DCs e macrófagos em estimular a proliferação e secreção de citocinas por linfócitos Th1. 

      Linfócitos Th1 produzem IFN-γ, fator de necrose tumoral alfa e beta (TNF, tumor 

necrosis factor-α e -β) e IL-2, enquanto que linfócitos Th2 produzem as interleucinas IL-4, IL-5, 

IL-6 e IL-13 (Seder & Paul, 1994; Jankovic et al., 2001; Kidd, 2003). A IL-10 é freqüentemente 

classificada como uma citocina do tipo Th2 em camundongo, porém no homem tanto os 

linfócitos Th1 e Th2 secretam IL-10 (Katsikis et al., 1995; Zhai et al., 1999). Outra 

subpopulação de célula T “helper”, com um padrão de secreção de citocina único, é a célula Th3, 

um linfócito T CD4+CD25+ imunoregulador (Treg) que secreta o fator transformador do 

crescimento-beta (TGF, transforming growth factor -β) e IL-10 (Letterio & Roberst, 1998). Há 

fortes evidências de que as Treg sejam especializadas na atenuação das respostas imunológicas, 
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tendo como função principal uma regulação ou supressão das respostas mediadas por linfócitos 

Th1 e Th2. Uma atividade supressora dessas células foi recentemente reportada em pacientes 

com PCM, agindo principalmente na atenuação da capacidade proliferativa de linfócitos T 

alogênicos (Cavassani et al., 2006).  

 As citocinas secretadas pelos linfócitos Th1 são vitais para uma resposta imune celular 

efetiva contra os fungos causadores de micose sistêmica, devido principalmente à secreção de 

IFN-γ que ativa macrófagos (principal célula efetora da imunidade celular) a um estado 

microbicida ótimo e IL-2 que estimula a proliferação de células T CD8+ (Murray, 1990; 1994; 

Cano et al. 1998; 2000; Kawakami et al., 1996; Allendoerfer et al., 1997; Lavigne et al., 1998 e 

ver item 2.3 da introdução). No camundongo, o IFN-γ também induz a produção de subclasses 

de imunoglobulinas G (IgG2a e IgG3), as quais contribuem para imunidade antifúngica por meio 

de suas atividades acentuadas de fixação de complemento e opsonização, e em sinergia com 

TNF-α induz um aumento significativo da função fungicida dos macrófagos (Beaman, 1991; 

Aguirre et al., 1995). Ademais, o IFN-γ e o TNF-α são essenciais para a indução da migração de 

leucócitos e sua diferenciação (monócitos em macrófagos) no foco inflamatório, como na 

formação de granuloma, por meio da indução da expressão de quimiocinas (pequenas citocinas 

quimiotáticas) e seus receptores (Zlotnik & Yoshie, 2000; Chensue, 2001). Após inalação, o 

estabelecimento de P. brasiliensis no tecido pulmonar induz uma resposta inflamatória que leva 

a formação de granuloma, o qual é definido como uma coleção compacta de células do sistema 

fagócito mononuclear (macrófagos), podendo sofrer diferenciação para células epiteliódes e 

gigantes. Linfócitos, neutrófilos, eosinófilos e fibroblastos também podem estar presentes 

(Williams & Williams, 1983; De Brito & Franco, 1994). Na formação de granuloma in vitro em 

resposta a gp43 de P. brasiliensis, Vigna et al. (2006) revelaram que a interação de linfócitos B-

1b com macrófagos é essencial. O granuloma é a lesão fundamental na PCM e como em outras 

doenças infecciosas (tuberculose, hanseníase, esquistossomose e histoplasmose) é resultado de 

DTH (Williams & Williams, 1983; De Brito & Franco, 1994; Perez et al., 2003), sendo essencial 

para destruição e contenção do fungo, a fim de evitar sua disseminação pelo organismo. De 

forma semelhante ao que tem sido mostrado para a histoplasmose (Allendoerfer & Deepe, 1997; 

1998), a formação e manutenção do granuloma na PCM experimental dependem da presença de 

IFN-γ e TNF-α. Cano et al. (1998) demonstraram que animais tratados com anticorpos 

monoclonais anti-IFN-γ, tinham o parênquima pulmonar quase totalmente substituído por 

granulomas extensos e frouxos contendo inúmeras células leveduriformes. Souto et al. (2000), 
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utilizando camundongos deficientes geneticamente para IFN-γ e para o receptor p55 de TNF-α, 

observaram um infiltrado inflamatório composto de poucos neutrófilos, macrófagos e células 

epitelióides formando granulomas incipientes com grande número de leveduras do fungo e 

disseminação. Recentemente, Souto et al. (2003), novamente utilizando camundongos 

deficientes geneticamente para IFN-γ, demonstraram o papel essencial dessa citocina na 

formação do granuloma por meio do controle da expressão de quimiocinas e seus receptores com 

o conseqüente recrutamento de leucócitos nos pulmões de camundongos infectados pelo P. 

brasiliensis. A importância do TNF-α no granuloma também foi demonstrada também para 

humanos, pois utilizando células mononucleares do sangue periférico de pacientes (PBMC, 

peripheral blood mononuclear cells) com PCM demonstrou-se que a formação in vitro de 

granuloma, em resposta a diferentes frações antigênicas de P. brasiliensis, estava associado a 

uma maior produção de TNF-α (Diniz et al., 2001). 

 Os linfócitos Th2 produzem citocinas controladoras da ativação e diferenciação de 

linfócitos B em plasmócitos (células secretoras de anticorpos); demonstrando a sua importância 

na indução da resposta imune humoral. A IL-4 controla a troca de classe de imunoglobulina para 

IgE, tendo assim um papel central na defesa contra helmintos e na regulação da resposta alérgica. 

Estimula também produção de subclasses de IgG (IgG1 em camundongo) que neutralizam, 

porém não opsonizam antígenos. A citocina IL-5, juntamente com TGF-β, induz a mudança de 

isotipo de células B para IgA, constituindo-se na subclasse de imunoglobulina predominante nas 

secreções e mucosas dos tratos intestinal e respiratório. A IL-5 ainda contribui para controle de 

infecção por helmintos através da ativação de eosinófilos e mastócitos (Mosmann & Sad, 1996; 

Lalani et al., 1999). Apesar do interesse inicial nos linfócitos Th2 ter sido direcionado para seu 

papel em infecções por helmintos e nos processos alérgicos, tem-se dado uma maior importância 

para o seu papel regulatório (antiinflamatório) na limitação dos efeitos danosos dos linfócitos 

Th1 aos tecidos.  

 As citocinas características produzidas pelos linfócitos Th1 e Th2 são mutualmente 

inibitórias tanto para a diferenciação como na execução da função efetora do fenótipo recíproco. 

Assim, IFN-γ inibe proliferação de linfócitos Th2 por meio da redução da expressão de IL-1, do 

receptor para IL-4 e da própria IL-4; enquanto que IL-4 e IL-10 inibem a produção de IL-12 por 

macrófagos e células dendríticas, IL-2 e da subunidade β2 do receptor de IL-12 dos linfócitos 

Th1, prejudicando diferenciação e proliferação dos mesmos (Fernandez-Botran et al., 1988; 

Gajewski & Fitch, 1988; Powrie & Coffman, 1993; Launois et al., 1997; Szabo et al., 1997). Na 
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PCM humana, Romano et al. (2005) observaram que a expressão da subunidade β2 do receptor 

de IL-12 está significativamente reprimida, pela ação da IL-10, em pacientes crônicos quando 

comparados com indivíduos sadios de áreas endêmicas da PCM. As citocinas IL-4 e IL-10 ainda 

inibem a síntese de IL-1, TNF-α e IL-6 e a produção dos reativos intermediários de oxigênio e 

nitrogênio por fagócitos (De Waal Malefyt et al., 1991; Fiorentino et al., 1991; Oswald et al., 

1992; O’Garra & Murphy, 1996). Condizente com esse papel, Costa et al., (2007) observaram in 

vitro que a IL-10 inibe o processo de destruição de células leveduriformes de P. brasiliensis por 

neutrófilos humanos por meio da redução da produção de peróxido de hidrogênio.    

O estabelecimento do modelo murino isogênico da paracoccidioidomicose e a 

caracterização de linhagens resistentes e suscetíveis (Calich et al., 1985) vem permitindo um 

maior entendimento da resposta protetora para essa micose. Após infecção intraperitoneal, 

intratraqueal, e endovenosa a análise de vários parâmetros demonstrou que a linhagem resistente 

A/Sn e a suscetível B10.A desenvolveram características similar àquelas observadas, 

respectivamente, nas formas localizada e disseminada da PCM crônica em humanos. No 

camundongo resistente, a infecção era caracterizada por uma ativação evidente de macrófagos e 

neutrófilos, baixos níveis de anticorpos específicos para P. brasiliensis, ausência de antigenemia 

(Singer-Vermes et al., 1993), evidentes DTH específicas (Fazioli et al., 1994) e poucos 

granulomas compactos com número reduzido de fungos. Nos animais suscetíveis havia grande 

quantidade de anticorpos, antigenemia crescente, depressão de reações DTH e granulomas 

difusos e com grande quantidade de fungos. Como todas as atividades expostas são 

predominantemente reguladas pelo IFN-γ, a resistência na PCM estaria sob controle da 

subpopulação Th1 de linfócitos. A importância do IFN-γ na PCM foi demonstrada através de sua 

depleção, a qual teve como conseqüência a anergia de respostas DTH e exacerbação da infecção 

pulmonar com disseminação precoce para outros tecidos tanto em camundongos suscetíveis 

como resistentes (Cano et al., 1998). Ademais, camundongos com o gene que codifica IFN-γ 

deletado são altamente suscetíveis a PCM (Souto et al., 2000).  

A fim de obter um melhor entendimento do fenômeno imunoregulatório associado com 

resistência e suscetibilidade na PCM experimental, células totais de linfonodos de 

camunodongos resistentes (A/Sn) e suscetíveis (B10.A) à infecção por P. brasiliensis foram 

analisadas quanto à produção de citocinas do tipo 1 ou 2. Camundongos A/Sn tinham uma 

secreção inicial de altos níveis de IFN-γ, seguido por uma secreção sustentada de IL-2 e IFN-γ 

concomitante com IL-10. No começo da infecção citocinas tipo 2 não eram secretadas, enquanto 
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que TGF-β era em pequena quantidade. Na oitava semana após infecção ocorria a expressão de 

citocinas Th2, como IL-5, cuja produção era sustentada na fase crônica e IL-4 de forma 

transiente. Em camundongos B10.A foram detectados níveis mínimos e transitórios, ainda que 

inicial, de IFN-γ concomitante com produção relativamente alta de citocinas do   tipo 2 IL-5 e 

IL-10 e a citocina regulatória TGF-β; IL-4 foi detectada apenas de forma efêmera na fase mais 

tardia da infecção (Calich & Kashino, 1998; Kashino et al., 2000). Dessa maneira, a secreção 

precoce de IL-5, IL-10 e TGF-β está associado à suscetibilidade, enquanto a produção de IL-2 e 

IFN-γ à resistência. O papel da IL-4 na PCM experimental foi posteriormente estudado 

utilizando camundongos deficientes na produção dessa citocina. Observou-se uma menor 

severidade da doença nos animais deficientes quando comparados com os normais, sugerindo um 

importante papel da IL-4 na determinação da suscetibilidade à infecção por P. brasiliensis (Pina 

et al., 2004). No entanto, a IL-4 pode ter um papel paradoxal protegendo ou estimulando a 

doença em camundongos de linhagens diferentes, o que demonstra a importância do background 

genético na PCM experimental (Arruda et al., 2004). Esse fato aliado aos resultados de Calich & 

Kashino, (1998) e Kashino et al., (2000), onde houve uma ausência de produção inicial de IL-4 

nos camundongos susceptíveis, mostram que o modelo Th1 e Th2 não explica todo o mecanismo 

de resistência e susceptibilidade na PCM. De forma semelhante, níveis de IL-4 em pacientes com 

candidíase mucocutânea crônica, apesar da produção não efetiva de citocinas do tipo 1, 

geralmente não apresentam-se aumentados (Lilic, 2002).   

Na PCM humana ocorre uma relação entre padrão de citocinas e resistência similar 

àquela observada na infecção experimental. A avaliação da secreção de citocinas por PBMC de 

pacientes com as formas crônica (FC) e aguda (FA) da PCM e de indivíduos sadios 

sensibilizados para o fungo demonstrou uma produção substancial de IL-2, IFN-γ e IL-10 pelos 

indivíduos sadios, ao passo que os pacientes da FC e FA apresentavam baixos níveis de IL-2 e 

IFN-γ e níveis elevados de IL-10 (Bernard et al., 2001). Marques-Mello et al. (2002) 

demonstraram que pacientes com FC localizada produziam menor quantidade de IL-4 e IL-5 e 

uma maior de IFN-γ em relação a pacientes com a FC disseminada. Ademais, Mamoni et al. 

(2002) observaram no soro de pacientes com a FA e FC multifocal um padrão de citocinas do 

tipo 2. Posteriormente Mamoni et al. (2006) ampliaram seus estudos por meio da avaliação, 

utilizando citometria de fluxo, da expressão intracelular de IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-10, IL-12, e 

das quimiocinas CXCL8, CXCL9 e CXCL10 por PBMC estimuladas de pacientes com a FA e 

FC da doença, além de indivíduos sensibilizados para o fungo. Um perfil condizente com uma 



 - 27 - 

resposta predominantemente Th1 foi encontrada nos indivíduos sensibilizados. Esse perfil era 

caracterizado por um número elevado de linfócitos T expressando IFN-γ, TNF-α, IL-2, CXCL9 e 

CXCL10 com baixos níveis dessas células positivas para IL-10. Apesar de uma polarização clara 

Th2 não ter sido evidenciada nos pacientes com a FA, uma baixa produção de citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias, além de um grande número de células expressando IL-10 foram 

encontradas.   

 

2.4. A interação fungo-macrófago e o parasitismo intracelular   

 

Após a inalação, as primeiras células de defesa as quais conídios de P. brasiliensis 

encontram são os macrófagos alveolares residentes e DCs presentes no parênquima pulmonar. 

Esses conídios ou são fagocitados e convertem-se para a forma de levedura parasita, ou essa 

transição ocorre primeiro seguido pela fagocitose dessas leveduras (Cano et al., 1992; 

Aristizabal, 1998; Gonzalez et al., 2000). Os macrófagos residentes estão em maior número em 

relação às DCs (Twigg, 2004), o que os tornam mais provável de interagir inicialmente com o 

fungo após uma infecção primária. Apesar dos macrófagos possuírem a maquinaria requerida 

para a apresentação antigênica, sua maior contribuição para a defesa antifúngica é a fagocitose 

seguida da destruição desses organismos (Romani, 2004).  

O primeiro processo da fagocitose é o reconhecimento dos microrganismos pelo 

macrófago utilizando as moléculas anteriormente descritas para as DCs, como os PRRs e CR3. O 

reconhecimento do P. brasiliensis, seja na sua forma de conídio ou levedura, parece ser mediado 

por mecanismos dependentes e independentes de opsonização (Calich et al., 1979; Flávia-Popi et 

al., 2002; de Mattos-Grosso et al., 2003; Diniz et al., 2004; Jiménez et al., 2006). O conídio de 

P. brasiliensis, na presença de soro fresco de camundongo, possui componentes na parede 

celular capazes de ativar o complemento e gerar uma atividade opsonizadora via C3, já que a 

inativação do soro pelo calor ou seu tratamento com EDTA e a incubação de macrófagos com 

anticorpos anti-CR3 diminuem a fagocitose a índices similares aqueles de culturas de 

macrófagos com conídios não tratados com soro (Jiménez et al., 2006). Um mecanismo 

independente da opsonização é representado pelo receptor de manose (MR). Esse receptor é uma 

lectina tipo C capaz de reconhecer resíduos de manose presentes em uma grande variedade de 

microrganismos (Linehan et al., 2000), incluindo P. brasliensis (Kanetsuna et al., 1969; 

Carbonell et al., 1970). Condizente com tal fato, o tratamento de culturas de macrófagos com D-
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manose, D-fucose ou α-metil-manosida reduz a fagocitose de P. brasiliensis por essas células 

(Almeida et al., 1998; Jiménez et al., 2006). A gp43 parece ser um importante ligante do MR. 

Anticorpos policlonais para essa glicoproteína rica em manose proporcionam uma significativa 

redução na fagocitose de macrófagos desafiados com P. basiliensis (Almeida et al., 1998). 

Ademais, a gp43 também bloqueia a internalização de partículas de zymosan (preparado 

derivado da parede de Saccharomyces cerevisiae composto principalmente por manose e β-

glicana), as quais são fagocitadas por macrófagos, em parte, via MR (Speert et al., 1985; Flavia-

Popi et al., 2002). Um outro receptor, também uma lectina tipo C, envolvido no reconhecimento 

de P. brasiliensis por macrófagos é a dectina-1. Esse reconhecimento, porém, não ocorre 

diretamente, mas sim via opsonização por pentraxina 3, uma proteína inflamatória de fase aguda 

(Diniz et al., 2004). A dectina-1 tem como ligante a β-glicana, um importante constituinte da 

parede celular de fungos, reconhecendo S. cerevisiae, C. albicans, e Pneumocystis carinii (Steele 

et al., 2003; Herre et al., 2004). A importância desse receptor foi recentemente avaliada em um 

modelo de candidíase sistêmica, onde camundongos com o gene para dectina-1 nocauteado eram 

mais susceptíveis a infecção (Taylor et al., 2007). Esses camundongos apresentavam uma 

redução no recrutamento de leucócitos ao foco inflamatório, resultando em aumento da carga 

fúngica e disseminação. Estudos avaliando o reconhecimento de P. brasiliensis pelos receptores 

TLRs em macrófagos ainda não foram realizados, mas certamente esses receptores devem ser 

utilizados por essas células na interação inicial com o fungo, como tem sido descrito para C. 

albicans, A. fumigatus e C. neoformans (Bellocchio et al., 2004; Biondo et al., 2005).  

Após o reconhecimento, os microrganismos são engolfados pela membrana plasmática do 

macrófago e internalizados ocorrendo a formação do fagossomo ou vacúolo fagocítico. O 

fagossomo logo após sua formação tem sua composição bioquímica semelhante à da membrana 

plasmática que lhe deu origem, sendo uma organela imatura incapaz de lidar com os 

microrganismos. A fim de se tornar microbicida, o fagossomo deve sofrer um processo de 

maturação conhecido como biogênese do fagolisossomo (Berón et al., 1995; Desjardins, 1995). 

Após a formação, os fagossomos sofrem uma seqüência de fusões com endossomos precoces, 

endossomos maduros e lisossomos (Desjardins et al., 1997). Essas interações gradualmente 

permitem que o fagossomo adquira propriedades dessas organelas e se transformem em 

fagolisossomos capazes de destruir patógenos intracelulares. Uma das características principais 

da biogênese do fagolissomo é a progressiva diminuição do pH, que é 5,5 nos fagossomos recém 

formados e 4,5 quando fusionado com o lisossomo.  Diversos são os mecanismos utilizados 
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pelos macrófagos para destruição de patógenos. Os mecanismos oxidativos e nitrosativos 

envolvem principalmente a atividade enzimática do complexo nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase e a óxido nítrico sintase induzida (iNOS), 

respectivamente (Babior, 2000; Nathan et al., 2000; Missal et al., 2004).  

A NADPH oxidase é uma enzima ligada à membrana que catalisa a produção do ânion 

superóxido (O2
-). Essa enzima não é ativada em macrófagos/neutrófilos em estado normal, 

porém a fagocitose de determinados microrganismos e certos polipeptídios inflamatórios ativa a 

NADPH oxidase a gerar O2
- a partir da redução do oxigênio molecular. Essa enzima é composta 

por varias subunidades, incluindo uma flavocitocromo, conhecida como citocromo b558. Nos 

fagócitos normais, essas subunidades estão distribuídas entre o citossol a as membranas de 

vesículas intracelulares, como endossomo e lisossomo. Quando o fagócito é estimulado, as 

subunidades citosólicas migram para as membranas onde se ligam às subunidades associadas às 

membranas a fim de promover a montagem da oxidase ativa (Heyworth et al., 1991). As 

vesículas intracelulares então fusionam com a membrana do fagossomo resultando na descarga 

intracelular de O2
-. A não atividade da NADPH oxidase resulta na doença granulomatosa crônica 

(DGC), uma condição severa em humanos que causa infecções bacterianas e fúngicas recorrentes 

(Goldblatt & Thrasher, 2000). Em modelos animais da DGC, camundongos são altamente 

susceptíveis a infecção por Staphlylococcus aureus e A. fumigatus (Jackson et al., 1995; Pollock 

et al., 1995). Apesar de ter um efeito tóxico, o O2
- não é o único reativo intermediário de 

oxigênio (RIO) importante na destruição de patógenos, pelo contrário essa molécula amplifica 

suas atividades por meio da formação de diversos novos RIOs mais deletérios. O superóxido é 

desmutado, espontânea ou enzimaticamente, para a formação de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

ou combina-se com o óxido nítrico para formar o forte oxidante peroxinitrito (ONOO-), o qual 

tem sido demonstrado como um importante fungicida (Vázquez-Torres et al., 1996). Além disso, 

a interação do O2
- e H2O2 com moléculas de ferro,  via reações de Fenton, forma o radical 

hidroxila (OH·), o mais citotóxico RIO (Cooke et al., 2003; Missal et al., 2004).  

O óxido nítrico (NO, nitric oxide) é um radical livre, altamente reativo, lipofílico e 

extremamente lábil. Sua produção decorre da conversão de L-arginina em L-citrulina mediada 

pela iNOS por meio da oxidação do nitrogênio guanidínico da primeira, utilizando tetra-

hidrobiopterina, flavina-adenina dinucleotídio e flavina mononucleotídio como co-fatores (Hibbs 

et al., 1987; Michel et al., 1997). A iNOS é expressa pricipalmente em macrófagos ativados por 

citocinas (IFN-γ, TNF-α e IL-1β) e/ou por produtos microbianos (Xie et al., 1992; Nathan, 



 - 30 - 

1997). Modelos experimentais demonstram que a principal atividade microbicida dos 

macrófagos relaciona-se com a produção de NO e seus metabólitos, chamados coletivamente de 

reativos intermediários de nitrogênio (RIN), como o peróxonitrito que subseqüentemente 

decompõe-se em moléculas adicionais também altamente reativas (Bogdan et al., 2000; Missal et 

al., 2004).  

Ambos RIO e RIN têm efeitos pleiotrópicos nos microrganismos fagocitados,  

rapidamente reagindo com aminoácidos, lipídeos, DNA e  íons metálicos (Nathan et al., 2000; 

Cooke et al., 2003; Missal et al., 2004). Os RIOs oxidam todos os aminoácidos, porém o grupo 

tiol em cisteínas e metioninas são particularmente susceptíveis, o que frequentemente traz efeitos 

deletérios para a atividade ou regulação de diversas enzimas. Já a oxidação de resíduos de lisina 

pode ser particularmente danosa, uma vez que esse processo previne a ligação covalente da 

ubiquitina ao grupo amino da lisina, a qual é necessária para o direcionamento de proteínas 

danificadas para o proteassoma 26S (Berlett et al., 1997). Assim, o acúmulo dessas proteínas 

resultaria em diversos efeitos negativos para as células de patógenos fagocitados. 

Especificamente, as enzimas mitocondriais como a aconitase são susceptíveis a inativação por 

meio da oxidação do centro ferro-enxofre [4Fe-4S]2+ mediada pelo superóxido, enquanto que o 

radical hidroxila atua no DNA produzindo diversas lesões, principalmente modificações de base, 

favorecendo altas taxas de mutações (Cooke et al., 2003). O radical hidroxila ainda, em conjunto 

com o peróxido de hidrogênio, pode produzir dano celular por meio das reações de peroxidação 

lipídica das membranas mitocondriais, lisossômicas e plasmáticas, alterando suas estruturas e 

funções. A membrana mitocondrial, por exemplo, perde sua integridade e o gradiente 

eletroquímico de prótons transmembrana é parcial ou completamente dissipado sob a ação desses 

radicais (Sigler et al., 1999). Considerando esse grande espectro de ação, os RIOs têm sido 

apontados como importantes fatores de proteção do hospedeiro contra diversas espécies 

fúngicas, como por exemplo, C. albicans (Djeu et al., 1986; Stevenhagen & van Furth, 1993) e A 

fumigatus (Roilides et al., 1993; Gil-Lamaigneri et al., 2005). Entretanto, relatos controversos 

sobre a importância de O2
- e H2O2 na destruição de P. brasiliensis dificultam nossa compreensão 

do papel dessas moléculas na PCM. Esse fungo é bastante resistente ao tratamento in vitro com 

altas concentrações de menadiona (um composto sintético que gera O2
- intracelular) e H2O2 

quando comparado com C. albicans (Schaffner et al., 1986; Nascimento et al., 2002; Dantas, 

2005). Ademais, o efeito fungicida de macrófagos murinos alveolares e peritoneais ativados por 

citocinas independe da atividade oxidante de O2
- e H2O2 (Brummer et al., 1988a, b). Por outro 
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lado, neutrófilos humanos ativados exercem sua atividade por uma via dependente dessas 

moléculas oxidativas (Rodrigues et al., 2007) e em monócitos, também ativados, a capacidade 

fungicida é relatada tanto como depende ou independente de H2O2  e O2
- (Anjos et al., 2002; 

Carmo et al., 2006).  

 O efeito deletério dos RINs reside no fato dessas moléculas também causarem uma 

variedade de alterações no DNA incluindo quebras de fitas e desaminação. Além disso, nas 

proteínas causam modificações que envolvem nitrosilação de resíduos de cisteína e tirosina além 

de inativação de enzimas com centro ferro-enxofre (Fang et al., 1997). Essas modificações 

podem afetar enzimas vitais como a do ciclo respiratório, causando efeitos microbiostático e 

microbicida in vitro e in vivo contra uma grande variedade de fungos, incluindo P. brasiliensis 

(Bocca et al., 1998; Gonzalez et al. 2000, Nascimento et al., 2002), C. neoformans (Lee et al., 

1994), H. capsulatum (Lane et al., 1994), a forma de hifa de C. albicans (Blasi et al., 1995), a 

forma de levedura de P. marneffei (Kudeken et al., 1998), entre outros. Especificamente, uma 

ação deletéria do NO sobre P. brasiliensis foi observada não só in vitro como in vivo. Gonzalez 

et al. (2000), utilizando cultura de macrófagos murinos ativados por IFN-γ, demonstraram que a 

função fungicida e a inibição da transformação da forma de conídio para levedura eram 

dependentes da via L-arginina-óxido nítrico. Em trabalho anterior, Bocca et al. (1998) 

demonstraram um efeito fungicida do NO para leveduras de P. brasiliensis in vitro, sugerindo 

que a sua produção pelo hospedeiro poderia estar envolvida no controle da infecção. De fato, 

animais infectados e tratados com um inibidor da atividade da iNOS apresentavam um número 

significativamente maior de fungos no pulmão em comparação aos animais infectados não 

tratados. Ademais, Nascimento et al. (2002) confirmaram o papel fungicida do NO na PCM 

experimental por meio da utilização de camundongos geneticamente deficientes para o gene da 

iNOS.  

Apesar do papel essencial do NO na destruição do P. brasiliensis, essa molécula quando 

produzida de forma acentuada e contínua está relacionada à imunossupressão e suscetibilidade 

na PCM. Bocca et al. 1998 e Souto et al. 2000 demonstraram que o NO inibe a linfoproliferação 

em resposta a mitógenos ou antígenos do fungo. Esse papel duplo do NO tem sido mostrado em 

outros modelos de infecção (Schwacha et al., 1998; Wu-Hsieh et al., 1998; MacFarlane et al., 

1999; Nabeshima et al., 1999). Os mecanismos moleculares propostos para explicar como o NO 

interfere na proliferação dos linfócitos incluem: a apoptose de células apresentadoras de antígeno 

(macrófagos e células dendríticas) e linfócitos T (Albina et al., 1993; Lu et al., 1996; Tai et al., 
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1997; Brito et al., 1999), a supressão da expressão de IL-2 (Berendji et al., 1999) e a inibição da 

expressão de CPH de classe II por macrófagos e células dendríticas (Sicher et al., 1994) sendo 

que este último mecanismo parece atuar na PCM. Bocca et al. (1999) demonstraram que 

macrófagos peritoneais estimulados com IFN-γ obtidos de camundongos infectados com P. 

brasiliensis apresentavam uma reduzida capacidade de expressar CPH de classe II e 

linfoproliferação, entretanto esses parâmetros foram parcialmente revertidos em animais tratados 

com Nitro-Arg (inibidor da iNOS). Considerando que a ativação de linfócitos T CD4+ 

antígenos-específicos depende da apresentação antigênica via moléculas CPH de classe II, a 

imunossupressão observada ao longo da infecção induzida pelo P. brasiliensis pode ser, pelo 

menos em parte, atribuída à produção elevada de NO que inibe a expressão dessas moléculas.  

           Apesar dos efeitos citostáticos e citotóxicos de RIO e RIN, os microrganismos 

patogênicos devem subverter ou resistir à ação dessas moléculas por meio de diversas 

estratégias, sendo a detoxificação enzimática a mais bem compreendida (Nathan et al., 2000; 

Missal et al., 2004). A detoxificação por enzimas que convertem RIO em espécies menos tóxicas 

tem sido extensivamente documentada, principalmente, aquela mediada pelas enzimas 

superóxido desmutases (SODs), catalases e peroxidases. As SODs são um grupo de 

metaloenzimas altamente conservadas que detoxificam o O2
-, degradando-o a oxigênio e 

peróxido de hidrogênio; o último é subsequentemente degradado por peroxidases e catalases 

(Rosen et al., 1995). A remoção do O2
- efetivamente bloqueia reações secundárias que levaria a 

formação de novos RIO e RIN tóxicos, como já descrito. As SODs, em eucariontes, podem estar 

complexadas com manganês ou cobre-zinco. A SOD Mn, localizada na matriz mitocondrial, tem 

sua importância na detoxificação do O2
- gerado endogenamente como subproduto da respiração 

celular. Por outro lado, a localização no citoplasma, membrana ou parede celular da SOD Cu-Zn 

em fungos e no espaço periplasmático de algumas bactérias, sugere um papel dessa enzima na 

proteção contra O2
-  derivado de fagócitos (Nathan et al., 2000; Missal et al., 2004). E de fato, a 

SOD Cu-Zn tem sido demonstrada como um importante fator de virulência em diversos modelos 

de infecção fúngicas e bacterianas (Farrant et al., 1997; Wilks et al., 1998; Battistoni et al., 

1998; Hwang et al., 2002; Cox et al., 2003).  A fim de elucidar o papel da SOD Cu-Zn na 

virulência de C. albicans, seu respectivo gene (sod1), foi nocauteado (Hwang et al., 2002). Os 

mutantes nulos apresentavam-se mais sensíveis ao tratamento in vitro com menadiona, mas não a 

peróxido de hidrogênio. Além disso, a sobrevivência intracelular em macrófagos foi reprimida. 

De forma interessante, esses mutantes quando tratados com doses sub-letais de menadiona 
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apresentavam uma resposta adaptativa comparada com a de C. albicans tipo selvagem. Dessa 

maneira, outras enzimas anti-oxidantes, além daquela codificada por sod1, estariam envolvidas 

na resposta contra os radicais superóxidos nesse fungo. De fato, três outras SOD Cu-Zn, SOD4, 

SOD5 e SOD6 foram identificadas em C. albicans e pelo menos uma delas, a SOD5, é requerida 

para a virulência em um modelo murino de infecção (Martchenko et al., 2004). De forma 

semelhante, o nocaute do gene sod1 em C. neoformans causou uma menor habilidade desse 

fungo em sobreviver e replicar intracelularmente em macrófagos murinos e humanos, além de 

atenuar a sua virulência in vivo (Cox et al., 2003).   

 A detoxificação do H2O2 é conferida principalmente pelas peroxidases e catalases. As 

catalases, assim como as SODs, são metaloenzimas que promovem a conversão do H2O2 em 

água e oxigênio molecular. O papel da catalase, codificada pelo gene cta1, na virulência de C. 

albicans foi avaliado em um modelo murino de candidíase sistêmica. Os mutantes nulos para 

cta1 apresentavam uma menor capacidade de sobreviver em modelo murino de infecção e uma 

aumentada susceptibilidade a temperaturas elevadas e detergentes. Ademais, eram mais sensíveis 

aos danos causados por neutrófilos humanos (Wysong et al., 1998; Nakagawa et al., 2004). O 

papel das catalases na virulência de A. fumigatus não parece ser tão importante como 

demonstrado para C. albicans. A deleção de três genes codificando diferentes catalases, uma 

expressa na forma de conídio e as outras duas na de micélio, resultou em mutantes sem atividade 

de catalase. Porém esses mutantes tinham apenas um pequeno aumento na suscetibilidade para o 

tratamento in vitro com peróxido e eram tão suscetíveis quanto os isolados do tipo selvagem à 

destruição por macrófagos (Chang et al., 1998; Paris et al., 2003).  

Diversas enzimas envolvidas na detoxificaçao de RIN têm sido identificadas, 

principalmente em bactérias, e incluem flavohemoglobinas, NO redutase, S-nitrosoglutationa 

redutase e peroxinitrito redutase (Bryk et al., 2000; Poole & Hughes, 2000). Evidências 

demonstrando o envolvimento dessas enzimas na patogênese bacteriana e/ou fúngica ainda são 

esperadas. Entretanto, a flavohemoglobulina promove a sobrevivência de Salmonella enterica no 

interior de macrófagos produtores de NO (Stevanin et al., 2002) e juntamente com a S-

nitrosoglutationa redutase atua como fator de virulência em C. neoformans (de Jesús-Berríos et 

al., 2003).  

Além do estresse oxidativo/nitrosativo imposto pelo macrófago aos microrganismos 

internalizados, o microambiente desses fagócitos tem sido associado a uma baixa disponibilidade 

de nutrientes como ferro, aminoácidos e glicose. Ademais, peptídeos antimicrobianos, proteases 
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e outras enzimas hidrolíticas também estão presentes (Amer et al., 2002; Lorenz & Fink, 2002; 

Romani, 2004; Schaible & Kaufmann, 2004). 

O ferro é essencial para maioria dos organismos, uma vez que esse metal atua como co-

fator ou grupo prostético de diversas enzimas envolvidas em várias funções celulares e vias 

metabólicas. Nos microrganismos patogênicos a aquisição de ferro é considerada essencial no 

processo de infecção, já que esse metal está normalmente seqüestrado no hospedeiro por 

proteínas de alta-afinidade para ferro como a transferrina e lactoferrina (Schaible & Kaufmann, 

2004). Dessa maneira, diversas estratégias foram adquiridas por patógenos a fim de obter ferro 

no ambiente do hospedeiro como, por exemplo, sua extração da transferrina ou a secreção de 

sideróforos (moléculas de pequena massa molecular quelantes de ferro extracelular). Em 

resposta a um ambiente depletado de ferro, fungos patogênicos como C. neoformans, H. 

capsulatum, C. albicans e A. fumigatus secretam sideróforos (Hass, 2003). Apesar de ainda não 

ter sido totalmente caracterizado em P. brasiliensis um mecanismo de obtenção de ferro do 

hospedeiro, esse metal é essencial não só para o dimorfismo, mas também para sobrevivência 

intracelular do fungo em monócitos humanos (Cano et al., 1994; Dias-Melicio et al., 2006). 

Ademais, o tratamento in vivo com cloroquina, uma droga que inibe a liberação de ferro da 

transferrina, significativamente diminuiu a carga fúngica dos pulmões de camundongos 

infectados por P. brasiliensis (Dias-Melicio et al., 2006). 

A baixa disponibilidade de compostos ricos em carbono, como a glicose, no ambiente do 

macrófago é um importante obstáculo para a sobrevivência de microganismos intracelulares 

(Finlay & Falkow, 1997; Lorenz & Fink, 2002). Esse carboidrato é a principal fonte de carbono 

da maioria dos organismos, podendo ser convertida em ribose e desoxirribose por meio da via 

das pentoses e catabolizada para acetil-CoA via glicólise. O acetil-CoA pode entrar no ciclo do 

ácido cítrico (TCA, citric acid cycle), onde oito passos enzimáticos o converte em intermediários 

que alimentam diversas vias metabólicas, incluindo aquelas de aminoácidos, ácidos graxos e 

glicose. Os patógenos intracelulares devem ter acesso preferencialmente a compostos de dois 

carbonos (C2), como o acetato (produto da degradação de ácidos graxos), para produção de 

energia. A utilização desses compostos C2, ao contrário da glicose, seria inútil devido aos dois 

passos de descarboxilação presentes no TCA. Porém, fungos e bactérias adquiriram ao longo da 

evolução um caminho alternativo ou desvio que evita os passos de descarboxilação; o chamado 

ciclo do glioxilato (Kornberg, 1966; Lorenz & Fink, 2002). Dessa maneira, esse ciclo permite a 

assimilação de compostos C2 no TCA para a gliconeogênese. Duas enzimas, a isocitrato liase 
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(ICL) e malato sintase (MLS) têm suas atividades limitadas e são específicas e a esse ciclo. Os 

patógenos humanos M. tuberculosis e C. albicans respondem à fagocitose induzindo a expressão 

de icl1 e mls quando comparado com os microrganismos cultivados in vitro (Graham et al., 

1999; Lorenz & Fink, 2002; Schnappinger et al., 2003; Lorenz et al., 2004). Ademais, icl1 

também teve sua expressão induzida em pulmões de camundongos cronicamente infectados com 

M. tuberculosis, sugerindo um importante papel do ciclo do glioxilato na habilidade dessa 

bactéria causar doença (Timm et al., 2003). Em modelo murino de candidíase sistêmica, isolados 

de C. albicans com o gene ic1l nocauteado teve sua virulência extremamente reduzida; todos os 

camundongos infectados com o isolado do tipo-selvagem morreram após 3 dias de infecção 

enquanto que 7 de 10 daqueles infectados com os mutantes para icl1 sobreviveram por mais de 

28 dias (Lorenz & Fink, 2001). Evidências complementares sobre a contribuição do ciclo do 

glioxilato no potencial de virulência de C. albicans foram demonstradas por Fradin et al., (2003). 

Usando um microarranjo genômico, esses autores avaliaram o perfil transcricional desse fungo 

em resposta ao sangue humano. Entre os diversos genes diferencialmente expressos 

encontravam-se aqueles que codificam para a isocitrato liase e malato sintase, sugerindo que o 

ciclo do glioxilato deve ser requerido para adaptação e sobrevivência na corrente sanguínea, um 

passo essencial para o estabelecimento da candídiase sistêmica. Apesar da descrita importância 

do ciclo do glioxilato na virulência de M. tuberculosis e C. albicans, o mesmo não parece ocorrer 

em C. neoformans. Em um modelo experimental de meningite em coelhos causada por C. 

neoformas, icl1 teve sua expressão induzida na primeira semana de infecção, sugerindo que a 

enzima codificada por esse gene e o ciclo do glioxilato seriam importantes para obtenção de 

energia in vivo por esse fungo. Entretanto, mutantes com icl1 nocauteado não apresentavam 

diferenças na taxa de crescimento em macrófagos ou diminuição na virulência em dois modelos 

animais de infecção (Rude et al., 2002). Dessa maneira, apesar de responder ao ambiente 

depletado de glicose do hospedeiro acionando o ciclo do glioxilato, esse parece não ser essencial 

para a progressão da doença causada por C. neoformans.   

Como observamos, apesar do arsenal microbicida, diversos patógenos apresentam várias 

estratégias ou fatores de virulência usados para escapar da destruição e sobreviver no interior dos 

macrófagos como parasitas intracelulares dessas células (Woods, 2003; Del Poeta, 2004; Fan et 

al., 2005). Alguns patógenos intracelulares como C. neoformans e H. capsulatum recebem a 

denominação de facultativos, pois são organismos de vida livre que não necessitam de células do 

hospedeiro para replicação e sobrevivência (Feldmesser et al., 2000). 
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Evidências, diretas e indiretas, indicam que P. brasiliensis também seja um patógeno 

intracelular facultativo. As diretas estão relacionadas às análises de co-culturas de macrófagos 

com esse fungo e de tecidos infectados por meio de microscopia óptica e eletrônica (Furtado et 

al., 1967; Brummer et al., 1989; 1990; Moscardi-Bacchi et al., 1994). Por outro lado, a resposta 

típica granulomatosa composta principalmente por macrófagos e linfócitos é indicativa de uma 

resposta inflamatória montada contra patógenos intracelulares (Raupach & Kaufmann, 2001; 

Sandor et al., 2003). Brummer et al. (1989) demonstraram, utilizando três diferentes isolados de 

P. brasiliensis, que uma vez internalizado esse fungo não é destruído. Pelo contrário, sobrevive e 

multiplica-se no interior de macrófagos murinos alveolares e peritoneais não ativados por IFN-γ 

recombinante ou sobrenadante de esplenócitos tratados com concanavalina-A. A multiplicação 

intracelular de P. brasiliensis foi determinada por microscopia óptica (observação de leveduras 

em brotamento) e pela contagem da UFC durante vários tempos de co-cultura com os diferentes 

macrófagos, de tal maneira que após 72 horas a multiplicação fúngica aumentou 19 e 4 vezes em 

macrófagos peritoneais e alveolares, respectivamente. Em contraste, quando ativados os 

macrófagos foram altamente fungicidas (reduzindo os valores de UFC em 64%) para as 

leveduras de P. brasiliensis internalizadas, como já tinha sido demonstrado anteriormente em 

estudos utilizando tempos menores de co-cultura (no máximo 4 horas) (Brummer et al., 1988a, 

b). Condizente com esses resultados, o único estudo ultraestrutural realizado para a análise da 

interação P. brasiliensis-macrófagos revelou que 24 horas após a internalização por macrófagos 

murinos não ativados, diversas leveduras em brotamento eram aparentes no interior dos 

fagossomos (Brummer et al., 1990). Essas leveduras apresentavam estruturas celulares típicas, 

similares àquelas observadas em outros estudos ultraestruturais de P. brasiliensis em tecido ou 

cultivado in vitro (Furtado et al., 1967; Kashino et al., 1987). Em contraste, 4 horas após a 

fagocitose por macrófagos ativados as leveduras apresentavam estruturas mitocondriais anormais 

seguidas da formação de diversos vacúolos vazios, desintegração do citoplasma e finalmente 

formação de células fantasma com parede celular intactas.  

Macrófagos derivados de monócitos e monócitos humanos também são permissivos à 

replicação intracelular de P. brasiliensis, porém apenas uma atividade fungistática e não 

fungicida foi demonstrada quando esses fagócitos eram ativados com IFN-γ recombinante 

(Moscardi-Bacchi et al., 1994). Posteriormente, Calvi et al. (2003) revelaram que o efeito 

fungicida efetivo de monócitos humanos contra o P. brasiliensis depende do contato prévio in 

vivo com o fungo e da virulência do isolado utilizado. Quando desafiados com o isolado Pb18 
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(alta virulência), monócitos de pacientes da PCM tratados com IFN-γ inibiam a replicação 

intracelular do fungo. Por outro lado, monócitos derivados de doadores sadios, mesmo ativados, 

não continham o crescimento intracelular do fungo. De forma interessante, quando desafiados 

com o isolado de baixa virulência (Pb265), tanto monócitos ativados de pacientes como os de 

indivíduos normais exibiam atividade fungicida. Este fato foi relacionado a uma maior presença 

de TNF-α no sobrenadante de culturas com o Pb265. A importância do TNF-α na ativação de 

monócitos humanos foi recentemente corroborada pelo estudo de Carmo et al. (2006), onde 

demonstraram que essas células tratadas apenas com TNF-α recombinante, apresentam atividade 

fungicida ao isolado Pb18. Em conjunto, esses dados sugerem que, assim como na infecção pelo 

H. capsulatum e C. neoformans, o macrófago não ativado não só fornece um ambiente favorável 

à multiplicação fúngica, mas também um mecanismo de transporte para células de P. brasiliensis 

fagocitadas, via corrente sanguínea ou linfa. Assim, os macrófagos podem representar um papel 

importante na disseminação do fungo pelo organismo a partir do foco primário de infecção. 

Ademais, a presença no interior dos macrófagos pode conferir ao fungo proteção aos 

mecanismos de defesa inata, como o sistema complemento, anticorpos e fatores imunes 

alveolares ou ainda contra drogas anti-fúngicas o que propiciaria a latência característica da 

PCM (Woods, 2002; Del Poeta, 2004).  

Condizente com o descrito para macrófagos, os leucócitos polimorfonucleares 

(neutrófilos) não ativados também são permissivos à replicação intracelular do P. brasiliensis. 

Schaffner et al. (1986) propuseram que a diferença básica entre os fungos patogênicos primários 

(C. immitis, H. capsulatum, P. brasiliensis e S. shenkii) e os oportunistas (C. albicans, 

Aspergillus spp., e T. capitatum) estaria relacionado à resistência natural dos primeiros à 

destruição por neutrófilos humanos. Esse relato está de acordo como o fato dos neutrófilos serem 

essenciais na defesa contra C. albicans e A. fumigatus, já que a neutropenia determina um grande 

fator de risco na aquisição da infecção e desenvolvimento da doença causada por esses 

patógenos (Rolston et al., 2004). Posteriormente estudos utilizando neutrófilos murinos 

demonstraram uma correlação entre a atividade anti-fúngica dessas células com o status de 

ativação, de tal maneira que somente neutrófilos de camundongos sensibilizados com P. 

brasiliensis exibiam uma eficiente atividade fungicida in vitro (McEwen et al., 1987). Ademais, 

Kurita et al. (1999a) mostraram que neutrófilos elicitados com caseína exibiam um efeito 

fungistático para leveduras de P. brasiliensis e que IFN-γ induzia um efeito fungicida contra esse 

fungo. Resultados similares foram obtidos quando neutrófilos humanos foram ativados com IFN-
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γ, IL-1 e fator estimulador das colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF, 

granulocyte/macrophage colony stimulating factors ) (Kurita et al., 2000), o mesmo não 

acontecendo quando essas células eram tratadas com  TNF-α e IL-8 (Kurita et al., 1999b). 

Recentemente, Rodrigues et al. (2007) corroboraram esses estudos ao mostrar que neutrófilos 

humanos não ativados falham em conter a replicação intracelular de P. brasiliensis. Porém, essa 

capacidade é resgatada quando essas células são tratadas com IFN-γ, TNF-α e GM-CSF. Dessa 

maneira, assim como demonstrado para macrófagos, a atividade microbicida ótima dessas 

células contra o P. brasiliensis só são reveladas diante da ativação por citocinas.     

Recentemente, novas informações foram geradas contribuindo para o nosso 

conhecimento sobre a interação P. brasiliensis-macrófago. A principal molécula imunogênica do 

P. brasiliensis, a gp43, quando adicionada de forma exógena apresenta um efeito inibitório em 

diversas funções de macrófagos murinos peritoneais, tais como a fagocitose (via receptor de 

manose), produção de radicais livres e atividade microbicida (Flavia-Popi et al., 2002).  

Especificamente, a produção espontânea ou induzida por zymosan de óxido nítrico e peróxido de 

hidrogênio foi reduzida nos macrófagos infectados derivados de camundongos resistentes e 

susceptíveis ao P. brasiliensis. Uma outra glicoproteína desse fungo, a gp70, também exerce 

efeitos inibitórios bastante semelhantes nos macrófagos murinos (de Mattos-Grosso et al., 2003). 

Nesse contexto, essas glicoproteínas poderiam atuar como um mecanismo de escape para o 

estabelecimento da infecção pelo P. brasiliensis. Pelo menos para a gp70 essa proposição parece 

correta, já que a imunização passiva com anticorpos monoclonais neutralizantes para essa 

proteína reduz significativamente a carga fúngica (UFC) e formação de granulomas nos pulmões 

de camundongos infectados. Uma outra molécula que tem uma ação inibitória nas funções 

efetoras dos macrófagos é a prostaglandina E2 (PGE2). Além da sua produção por células do 

hospedeiro ser induzida pela infecção por P. brasiliensis, o próprio fungo também pode produzir 

PGE2 (Bordon et al., 2007a,b). Prostaglandinas são eicosanóides sintetizados a partir do ácido 

aracdônico por uma via metabólica dependente da enzima cicloxigenase. Essas moléculas 

lipídicas regulam diversos aspectos da resposta imunológica como a indução de uma resposta 

Th2 em detrimento de uma Th1, além de inibirem a proliferação de linfócitos e a produção de 

quimiocinas (Kunkel et al., 1988; Betz et al., 1991; Harris et al., 2002). Na PCM experimental, 

esplenócitos secretam PGE2 inibindo a produção de IL-2 e aumentando os níveis de IL4 e IL-10 

(Michelin et al., 2002). Outro estudo mostra que monócitos humanos não matam o isolado 

altamente virulento Pb18. Porém, o tratamento das culturas com indometacina expôs uma 
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importante atividade fungicida, sugerindo um papel da PGE2 no processo inibitório (Bordon et 

al., 2007b). Condizente com os achados para outros patógenos intracelulares (Venkataprasad et 

al., 1996), Bordon et al, 2007a relacionaram a baixa atividade fungicida com a reduzida 

produção de TNF-α e H2O2 promovida pela ação da PGE2. C. neoformans e C. albicans também 

produzem prostaglandinas, cujas ações em macrófagos murinos são similares àquelas realizadas 

por prostaglandinas de mamíferos (Noverr et al., 2001). Apesar de não ter sido avaliado o efeito 

da PGE2 de P. brasiliensis em macrófagos, a sua produção por diferentes isolados in vitro sugere 

um papel dessa molécula na capacidade do fungo em causar doença (Bordon et al., 2007a).  

Diante do exposto até aqui, fica claro que a interação entre P. brasiliensis e macrófagos é 

bastante complexa e representa um determinante primário no desenvolvimento da infecção, 

podendo resultar na proliferação do fungo em hospedeiros susceptíveis, em sua latência ou 

erradicação.  

 

2.5. O fungo P. brasiliensis na era da genômica funcional 

 

Uma característica fundamental do P. brasiliensis é a sua habilidade de alterar sua forma 

de micélio saprófita em levedura parasita no hospedeiro. Cada forma apresenta um papel crítico 

na infecção e doença, porém pouco é conhecido sobre as diferenças moleculares entre as formas 

e o que regula a transição entre elas. Nesse contexto, a fim de identificar genes cuja regulação é 

dependente do tipo celular nosso laboratório estuda há vários anos genes diferencialmente 

expressos durante o dimorfismo de P. brasiliensis. Diversos genes com a expressão induzida na 

levedura foram identificados como, por exemplo, aqueles que codificam para HSP70, HSP60, 

manosiltransferase, catalase, gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase, PbY20, malato 

dehidrogenase, frutose bifosfato aldolase e triose-fosfato isomerase (Silva et al., 1999; Salem-

Izacc et al., 2001; Barbosa et al., 2004; Moreira et al., 2004; Pereira et al., 2004). Outros estudos 

usando a técnica de Differential Display Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction 

(DDRT-PCR) identificaram genes diferencialmente expressos em ambas as formas do fungo 

(Venâncio et al., 2002; Albuquerque et al., 2004). Apesar de precisas, as análises convencionais 

de expressão gênicas utilizadas nos trabalhos citados não apresentam a eficiência e rapidez 

necessária para acompanhar o ritmo de sequenciamentos em larga escala e a descoberta de novos 

genes. Dessa maneira, a fim de se obter uma descrição molecular mais rápida e abrangente das 

duas fases morfológicas do fungo, o Projeto Genoma Funcional e Diferencial de P. brasiliensis 
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(MCT/CNPq) foi desenvolvido em nosso laboratório junto à 11 instituições da região Centro-

Oeste do Brasil (Felipe et al., 2003; 2005).  

O objetivo principal desse projeto foi construir uma biblioteca de DNA complementar 

(cDNA) seguido de seu sequenciamento a partir da região 5´ (mais informativa e conservada) 

gerando rapidamente um número elevado de seqüências parciais de genes expressos nas formas 

miceliana e leveduriforme de P. brasiliensis cultivado in vitro. Essas seqüências são 

denominadas de etiquetas de seqüências expressas ou ESTs (Expressed Sequence Tags). Foram 

geradas um total de 20225 ESTs, sendo 16351 agrupadas em 2655 contigs e o restante descrito 

como singlets ou seqüências únicas, constituindo um total de 6022 PbAEST (P. brasiliensis 

Assembled Expressed Sequence Tags). Do total de PbAESTs obtidas, 69,4% mostraram 

similaridade com seqüências já descritas de outros organismos. Os dados obtidos por esse 

projeto permitiram a identificação de genes envolvidos em diversos processos biológicos de 

potencial relevância para um melhor entendimento da relação patógeno-hospedeiro. Nesse 

contexto, foram encontrados 30 genes ortólogos a genes descritos previamente como sendo 

fatores de virulência de outros organismos patogênicos, segundo o postulado de molecular de 

Koch (Falkow, 2004; Tavares et al., 2005). Dentre estes, destacam-se genes relacionados ao 

metabolismo, síntese de parede celular e detoxificação de RIO e RIN, além de outros potenciais 

determinantes de virulência (Felipe et al., 2005; Tavares et al., 2005). A partir da biblioteca de 

cDNA obtida no citado projeto foi possível construir arranjos de cDNA (microarranjo), os quais 

permitem a análise da expressão de centenas ou milhares de genes em um único experimento 

(Felipe et al., 2005; Andrade et al., 2006).  

A tecnologia do microarranjo é baseado no princípio da hibridação massiva de 

populações de cDNA com oligonucleotídeos ou cDNAs imobilizados. O RNA total de um 

determinado tipo celular em diferentes condições ou diferentes tipos celulares é isolado por 

métodos padrões e o cDNA preparado e marcado com fluoróforos (Cy3 e Cy5) ou isótopos 

radioativos (33P). Esse processo fornece uma mistura marcada de cDNAs (sonda complexa) o 

qual reflete a distribuição de mRNA inicial relativo àquela condição em particular. A sonda 

complexa é então hibridada com uma coleção de fragmentos de cDNA ou oligonucleotídeos, 

representando diferentes genes, covalentemente imobilizados em um suporte sólido. Essa 

coleção é distribuída em um arranjo ordenado, criando uma matriz de pontos (spots) 

identificados pelo seu endereço na matriz. Lâminas de vidro ou membranas de náilon são os 

suportes sólidos mais comuns, apresentando níveis comparáveis de sensibilidade e densidade de 
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arranjo (número de spots). Entretanto, os microarranjos de náilon fornecem algumas vantagens 

em relação aos de vidro, pois são mais baratos considerando o custo por arranjo e o equipamento 

necessário para analisá-los após a hibridação com a sonda complexa. Além disso, os arranjos de 

náilon podem ser convenientemente montados in house a fim de conter os genes desejados para a 

análise. Após hibridação e lavagem, o microarranjo é escaneado e o sinal de hibridação de cada 

spot adquirido e quantificado a fim determinar o nível relativo de expressão dos genes entre as 

condições estudadas. Porém, antes de qualquer informação biológica poder ser extraída, os dados 

brutos devem ser filtrados e normalizados (Cox, 2001; Chuaqui et al., 2002; Stoughton, 2005; 

Jares, 2006).   

O uso da tecnologia de microarranjos vem revolucionando o estudo da interação 

patógeno-hospedeiro (Diehn et al., 2001; Jenner & Young, 2005; Hossain et al., 2006). 

Especificamente, no estudo da relação patógeno intracelular-macrófago o microarranjo vem 

permitindo um maior entendimento de como esses patógenos se adaptam e sobrevivem no 

interior desses fagócitos. Schnappinger et al. (2003) analisaram a resposta transcricional de M. 

tuberculosis ao fagossomo de macrófagos murinos ativados ou não por IFN-γ. Esse trabalho 

demonstra que o bacilo percebe o fagossomo desses macrófagos expressando diferencialmente 

601 genes quando comparado com o bacilo crescido in vitro. A indução de vias requeridas para o 

metabolismo de ácido graxo e o ciclo do glioxilato indicaram um ambiente fagossomal pobre em 

glicose. Além disso, genes relacionados à aquisição de ferro, detoxificação de moléculas 

oxidativas e nitrosativas, síntese e modificação de DNA e componentes da parede também foram 

induzidos. Essas alterações provavelmente refletem a adaptação da bactéria às condições do 

fagossomo. Porém, a modulação de outros genes pode estar envolvida na conhecida modificação 

da maturação dessa organela em benefício próprio do bacilo (Honer zu Bentrup & Russell, 

2001). Em fungos, o patógeno oportunista C. albicans revela uma dramática reprogramação 

transcricional, que ocorre em dois passos consecutivos, em resposta a fagocitose por macrófagos 

murinos (Lorenz et al., 2004). Em uma fase inicial as leveduras de C. albicans regulam genes 

importantes para a sobrevivência em um ambiente pobre em nutrientes, tais como aqueles 

relacionados ao metabolismo gliconeogênico, ativação da degradação de ácidos graxos e 

biosíntese de aminoácidos. Já em uma fase mais tardia, quando a transformação para hifa 

permite a C. albicans escapar dos macrófagos, o metabolismo glicolítico é usado. Além disso, há 

uma grande resposta não metabólica envolvida na fase inicial, incluindo a indução de genes 

relacionados ao reparo de DNA, detoxificação de estresse oxidativo e sistema de obtenção de 
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peptídeos. Muitos dos genes diferencialmente expressos por C. albicans quando na interação 

com os macrófagos murinos, foram observados também para C. neoformans fagocitados por 

macrófagos da linhagem J774 (Fan et al., 2005). O fato de que a adaptação transcricional 

observada nos fungos patogênicos citados acima é em sua quase totalidade ausente no fungo não 

patogênico S. cerevisiae quando interagindo com macrófagos sugere que as mudanças 

observadas devem contribuir significativamente na habilidade de C. albicans e C. neoformans 

sobreviverem e causarem doença in vivo. Nesse contexto, as condições danosas do interior dos 

macrófagos devem elicitar novos programas de expressão gênica no P. brasiliensis fagocitado, 

sendo que seu estudo pode fornecer importantes dados de como esse fungo lida com os sinais 

recebidos do hospedeiro e também quais nutrientes estão disponíveis durante a infecção. 

Ademais, uma vez que estudos com outros patógenos têm demonstrado que aqueles genes 

modulados durante a infecção de macrófagos são frequentemente importantes para virulência, 

nós podemos vislumbrar o mesmo com tais estudos realizados com P. brasiliensis.  
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3. JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

 

Apesar da importância da interação P. brasiliensis-macrófago, pouco é conhecido sobre a 

biologia desse fungo quando na interface com seu hospedeiro, o que muito limita a compreensão 

da patogênese da PCM. A habilidade do fungo em sobreviver e se multiplicar nos macrófagos 

por meio de mecanismos específicos que efetivamente impedem a capacidade fungicida natural 

desses fagócitos deve fornecer a base para a latência e disseminação do P. brasiliensis no 

hospedeiro humano. A fim de avaliarmos esses mecanismos, propomos a hipótese a qual o P. 

brasiliensis deve modular genes cujos produtos permitem a adaptação aos vários estresses do 

microambiente do macrófago, tais como a baixa disponibilidade de nutrientes, acidificação do 

meio, choque osmótico e moléculas microbicidas (radicais de oxigênio e nitrogênio). A fim de 

avaliarmos tal hipótese utilizamos um microarranjo de DNA constituído de 1152 clones de 

cDNA derivados do projeto transcriptoma de P. brasiliensis (Felipe et al., 2005)  

A identificação de genes de P. brasiliensis direferenciamente expressos no interior do 

macrófago abre um novo aspecto no estudo da patogênese da PCM, podendo fornecer genes 

candidatos para estudos de virulência e potenciais novos alvos para drogas.   

 

4. OBJETIVO  

 

 Analisar o perfil transcricional do fungo P. brasiliensis quando na interação com 

macrófagos peritoneais murinos, utilizando como controle o fungo crescido in vitro.  
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 
Delineamento experimental 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obtenção de macrófagos peritoneais de 
camundongos Balb/C previamente tratado com 
tioglicolato  

Cultura dos macrófagos murinos infectados 
com P. brasiliensis 

P. brasiliensis crescido in 

vitro durante 7 dias em 
meio de Fava-Netto 

       Extração do RNA total 

Lise dos macrófagos e recuperação 
do fungo intracelular 

 Controle 

Transcrição reversa na 
presença de 33P Biblioteca de cDNA de P. brasiliensis 

PCR 

Construção de microarranjos de 
cDNA em membranas de náilon  
Robô Array Spotter Gen III 
(Amershan) 

Hibridações 

Obtenção de imagens 
(programa OptiQuant) 

Análise dos dados com os 
programas BZscan e SAM 

Identificação dos genes  diferencialmente 
expressos (P. brasiliensis fagocitado x 

crescido in vitro) 

Cinética da infecção de 
macrófagos murinos por P. 

brasiliensis  
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5.1. Isolado fúngico e condições de cultura 

 

O isolado Pb01 (ATCC- MYA-826) de P. brasiliensis, na forma de levedura, foi 

cultivado em meio Fava-Netto semi-sólido (protease peptona 0,3%, peptona 1%, extrato de carne 

0,5%, dextrose 4%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,5% e ágar 1,6 % pH 7,2) por 7 dias a 37ºC 

a fim de ser utilizado tanto nos experimentos de infecção ex vivo de macrófagos ou como 

controle.  

 

5.2. Isolamento e cultivo de macrófagos peritoneais murinos  

 

Camundongos da linhagem isogênica Balb/c, apresentando 6 a 8 semanas de idade, foram 

injetados na cavidade peritoneal com 2 mL de tioglicolato 3% (BioBrás, Brasil). Após 72 h, os 

animais foram sacrificados e suas células recuperadas por meio de lavagem peritoneal utilizando 

o meio de cultura de células RPMI-1640 (Sigma Chemical, USA) gelado e suplementado com 

HEPES 20 mM, bicarbonato de sódio 1,5g/L, gentamicina 25 µg/mL e heparina 10 U/mL. As 

células peritoneais foram recuperadas por centrifugação a 300 × g por 5 min, lavadas e 

ressuspendidas. O número de células viáveis foi determinado pelo método de exclusão do 

corante Azul de Tripan. As células foram então depositadas sobre lamínulas estéreis presentes 

nos poços de microplacas (24 wells) (5 × 105/poço) ou em frascos de cultura de células de 150 

cm2 (2 × 107 células/frasco) e incubadas a 37 ºC por 1 h. Após incubação, as células não aderidas 

foram removidas por lavagens consecutivas com tampão fosfato pré-aquecido e as que 

permaneceram aderidas foram incubadas em RPMI suplementado como descrito acima (exceto 

heparina), com a adição de soro fetal bovino 10 % (Gibco BRL, USA), a 37 °C em atmosfera de 

ar umidificada contendo 5% de CO2  por 16 h. As co-culturas em microplacas foram utilizadas 

para avaliar a cinética da fagocitose de P. brasiliensis (ver item 5.4), enquanto que as co-culturas 

em frascos foram utilizadas para obtenção do RNA total do fungo fagocitado a fim de ser 

utilizado nos experimentos de análise da expressão gênica.     

 

5.3. Infecção ex vivo de macrófagos murinos com leveduras de P. brasiliensis 
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Leveduras de P. brasiliensis foram ressuspendidas em meio RPMI suplementado com 

HEPES 20 mM e bicarbonato de sódio 1,5g/L contendo 20% de soro fresco de camundongos 

Balb/c. O protocolo de opsonização seguiu por meio da incubação da suspensão de leveduras a 

37°C por 30 min. As culturas de macrófagos presentes nas microplacas foram infectadas com 1 × 

105, enquanto que os macrófagos nos frasco de cultura foram infectados com 4 × 106 leveduras. 

Em ambos os casos, a proporção levedura-macrófago foi de 1:5. As co-culturas foram então 

incubadas a 37°C em atmosfera de ar umidificada contendo 5% de CO2 . 

 

5.4. Análise da cinética da internalização de leveduras de P. brasiliensis por macrófagos 

murinos  

 

Após 1, 3, 6 e 12 h de infecção, as lamínulas eram removidas e lavadas com meio RPMI 

pré-aquecido a 37 ºC a fim de retirar as leveduras extracelulares ou fracamente aderidas aos 

macrófagos. As lamínulas contendo a co-cultura eram então fixadas com metanol e coradas com 

Wright-Giemsa. Utilizando microscopia óptica (magnitude de 1000×), cinqüenta a cem 

leveduras de P. brasiliensis foram contadas no intuito de determinar a porcentagem de leveduras 

aderidas internalizadas a cada ponto pós-infecção. Os experimentos foram realizados em 

triplicata e quatro a dez campos microscópicos foram analisados. Os resultados são apresentados 

com média ± SEM (erro padrão da média ou standard error of the medium).  

 

5.5. Extração de RNA total de leveduras de P. brasiliensis internalizadas  

 

Após 6 h de infecção, as leveduras não fagocitadas eram removidas com RPMI pré-

aquecido e os macrófagos infectados lisados pela adição da solução GTC (isotiocianato de 

guanidina 4 M, N-lauril sarcosina 0,5 %, citrato tri-sódico 50 mM e 2-mercaptoetanol 0,1 M). 

Este tratamento promove a lise dos macrófagos enquanto o fungo não é lisado uma vez que sua 

parede celular, rica em glicana e quitina, permanece intacta. As células leveduriformes foram 

recuperadas por centrifugação (8000 × g por 10 min) e usadas para o isolamento do RNA total de 

P. brasiliensis empregando o reagente Trizol (Invitrogen, EUA). A lise do fungo foi realizada 

por vigorosa agitação em 1 mL de Trizol na presença de pérolas de vidro (Sigma) por 30 minutos 

à temperatura ambiente. Após esse procedimento, as amostras eram centrifugadas (8000 × g por 
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2 min) para a remoção dos restos celulares do fungo e o lisado celular usado para a obtenção do 

RNA total.   

A fim de permitir a completa dissociação dos complexos nucleoprotéicos, as amostras 

homogeneizadas com Trizol eram incubadas por 5 minutos à temperatura ambiente. Em seguida, 

400 µL de clorofórmio foi adicionado e após agitação vigorosa dos tubos, estes eram então 

submetidos à centrifugação (12000 × g por 15 minutos a 4°C). Após a centrifugação, a solução é 

separada em uma fase inferior fenol-clorofórmio vermelha, uma interfase, e uma fase aquosa 

superior. O RNA permanece exclusivamente na fase aquosa, a qual foi transferida para um novo 

tubo e o RNA recuperado por precipitação com álcool isopropílico. Após incubação por 10 

minutos à temperatura ambiente e centrifugação (1200 × g por 10 minutos a 4°C) o sobrenadante 

foi retirado e o precipitado de RNA lavado repetidamente com etanol 75% sob agitação e então 

submetido a uma nova centrifugação (7500 × g por 5 minutos a 4°C). Em seguida, o precipitado 

foi deixado secando à temperatura ambiente para posteriormente ser ressuspendido em 20 µL de 

água MilliQ livre de RNAse. A quantidade e qualidade do RNA extraído eram avaliadas por 

meio da observação da razão das leituras espectrofotométricas nas densidades ópticas de 260 e 

280 e visualização das bandas correspondentes aos rRNA 18S e 26S em gel de agarose 1% 

corado com brometo de etídio (0,5 µg/mL). O RNA extraído foi armazenado a –20 °C. Em um 

experimento típico onde eram utilizados 10-12 camundongos havia um rendimento de 2-4 µg de 

RNA total do fungo. O RNA total de levedura de P. brasiliensis crescido in vitro (controle) 

também foi extraído com TRIzol.  

 
5.6. Microarranjos de cDNA 
 
 
5.6.1. Construção dos microarranjos 
 
 

Um total de 1.152 clones representando aproximadamente 14% do número de genes 

predito para P. brasiliensis (Reinoso et al., 2005), derivados de uma biblioteca de cDNA das 

fases de micélio e levedura desse fungo (Andrade, 2006; Felipe et al., 2005), foram depositados 

na forma de produtos de PCR em duas membranas de náilon (2,5 × 7,5 cm, Hybond N+ 

Amersham Biosciences) com cada uma contendo 576 seqüências em duplicata. Dentre os 1.152 

clones de cDNA analisados, encontravam-se genes relacionados a processos biológicos 

potencialmente importantes na adaptação do fungo ao ambiente do hospedeiro, tais como: genes 
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associados à virulência, à resposta ao choque térmico e ao estresse oxidativo, à biogênese da 

parede celular, ao metabolismo geral, entre outros (Felipe et al., 2005; Tavares et al., 2005; 

Anexo 4 e 5, respectivamente). Os microarranjos foram preparados usando o robô Generation III 

Array Spotter (Amersham Molecular Dynamics) no laboratório de Genética da USP-Ribeirão 

Preto sob a coordenação do professor Doutor Geraldo Passos conforme descrito em detalhes 

anteriormente por nosso grupo (Felipe et al., 2005; Andrade, 2006). Dois controles foram 

empregados: DNA genômico de P. brasiliensis e amostra contendo apenas água (pontos na 

membrana sem DNA) como controle de background. Em seguida, as membranas foram tratadas 

com as soluções desnaturante (NaOH 0,5 M e NaCl 1,5 M) e neutralizante (Tris HCl pH 7,4 1M; 

NaCl 1,5 M) por 20 minutos cada. Após lavagem, o DNA nas membranas foi fixado por 2 horas 

a 80°C seguido da exposição à iluminação UV.  

 

5.6.2. Quantificação do DNA depositado nos microarranjos  

 

 Visando normalizar os dados obtidos a partir dos experimentos de hibridação dos 

microarranjos com as sondas de cDNA complexas (relativas às diferentes condições 

experimentais empregadas nesse estudo; ver item 5.6.3), as membranas eram inicialmente 

hibridadas com o oligonucleotídeo T3 radioativo (oligo T3), cuja seqüência está presente nos 

produtos de PCR depositados nas membranas para construção dos microarranjos.  

Inicialmente as membranas foram pré-hibridadas a 42°C, durante 18 horas, em 12 mL de 

solução de pré-hibridação contendo SSC 5X (1X: citrato de sódio 0,03 M pH 7,0; NaCl 0,3 M), 

solução Denhardt’s 5X (1X: Ficoll 200 mM, 200 mg/mL polivinil-pirrolidona e 20 mg/mL 

albumina sérica bovina), 0,5% de dodecil sulfato de sódio (SDS) acrescida de 100 mg/mL de 

DNA esperma de salmão desnaturado. A reação de marcação do oligo T3 foi constituída por: 1 

µg do oligo T3 (5' AATTAACCCTCACTAAAGGGA 3'), 3 µl [γ-33P] ATP 5000 Ci/mmol 

(Amersham Biosciences), 1 µL da enzima T4 polinucleotídeo quinase (10 U/µL, New England 

Biolabs), 2,5 µL de tampão 10X da enzima (1X:  Tris-HCl 70 mM,  MgCl2 10 mM e ditiotreitol 

(DTT) 5 mM, pH 7,6) e água Milli-Q para um volume final de 25µl. A reação foi incubada 

durante 30 minutos a 37ºC, seguida de uma nova incubação a 70°C por 5 minutos para inativar a 

enzima. A fim de eliminar o [γ-33P] ATP não incorporado, a reação foi purificada em coluna de 

Sephadex G50 (Amersham Biosciences). Após a purificação, a sonda foi quantificada pela 
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contagem da radioatividade usando 1 µL da reação em 5 mL de solução cintiladora (Ultimagold, 

Packard) no aparelho de cintilação líquida Tri-carb 2100 (Packard). 

Após a pré-hibridação o oligo T3 marcado foi então adicionado à solução de hibridação 

que prosseguiu por 18 horas a 42°C. Ao término da hibridação, as membranas foram lavadas 

com 1000 mL de solução SSC 2X e 0,1% SDS por 10 minutos, primeiramente à temperatura 

ambiente e a seguir, a 42°C por 5 minutos. Após 48 horas de exposição das membranas às placas 

sensíveis à radioatividade, a autoradiografia foi revelada no aparelho leitor de fósforo 

incorporado Cyclone (Packard). As imagens adquiridas representando a intensidade de cada sinal 

radioativo foi quantificada para a estimativa da quantidade de DNA depositado em cada ponto da 

membrana (ver 5.6.4 Detecção e quantificação dos sinais de hibridação). Após a obtenção das 

imagens as membranas foram desibridadas para serem utilizadas no experimento de hibridação 

com as sondas complexas. Para este fim, as membranas foram lavadas três vezes com 1000 mL 

de solução SSC 0,1X e 0,1% SDS por 1 hora a 68°C. Posteriormente, as membranas foram 

novamente expostas, por 48 horas, e a radioatividade monitorada como descrito acima a fim de 

garantir a retirada total do oligo T3 das membranas.  

 

5.6.3. Preparo da sonda complexa e hibridação com os microarranjos 

 
A sonda complexa foi preparada a partir de RNA total extraído do fungo recuperado da 

infecção ex vivo de macrófagos ou crescido em cultura (controle). Cerca de 10 µg de RNA total 

de cada amostra juntamente com 8 µg de oligo (dT)25 foram aquecidos a 70°C durante 10 

minutos e progressivamente resfriados a 42°C em um termociclador, garantindo o anelamento do 

oligo (dT)25 às caudas poli-A dos RNA mensageiros (mRNAs). Em seguida, a síntese do cDNA, 

a ser empregado como sonda, foi realizada por 2 horas a 42°C em uma reação contendo: 3 µL de 

[α-33P]dCTP 10 µCi/µL (3000Ci/mmol, Amersham Pharmacia),  0,6 µL dos dNTPs (20 mM de 

dATP, dTTP e dGTP), 0,6 µL de dCTP 120 µM, 2 µL da enzima transcriptase reversa 

(Superscript II RNase H- 200U/µl, Invitrogen), 1 µL do inibidor de ribonuclease RNAseOUT 

(40U/µl, Invitrogen), 6 µL do tampão da enzima 5X, 2 µL de DTT 0,1 M e água Milli-Q para 

volume final de 30 µL). Para a condição de P. brasiliensis internalizado ou crescido in vitro, seis 

membranas em pares foram hibridadas com a sonda complexa obtida a partir do RNA total. 

Devido à quantidade limitada de RNA extraído em um único experimento de infecção de 

macrófagos (~2-4 µg), os dados de expressão gênica analisados nesse estudo foram obtidos a 
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partir de três pools independentes de RNA (cada pool, contendo 10 µg, hibridado com um par de 

membranas). Cada pool foi derivado de quatro experimentos de infecção de macrófagos 

recuperados de 10-12 camundongos por experimento.  

A fim de eliminar os mRNAs moldes e os rRNAs (RNA ribossômico), as sondas foram 

incubadas a 68ºC durante 30 minutos na presença de 1 µL de SDS 10%, 1 µL de EDTA 0,5M e 3 

µL de NaOH 3M, seguido de 15 minutos à temperatura ambiente. Para neutralização da reação 

foram adicionados 10 µL de Tris-HCl pH 7,2 1 M e 3 µL de HCl 2N. Após purificação das 

sondas em coluna de Sephadex G50 (Amersham Biosciences), foi realizada sua quantificação 

como já descrito. Dois microgramas de poli-A80 foram adicionados às sondas que foram 

desnaturadas por 5 minutos a 100ºC, sendo então incubadas durante 2 horas a 65ºC, com a 

finalidade de proporcionar a hibridação do oligo A80 com as caudas poli-T remanescentes da 

reação de transcrição reversa.  

Um total de 100 µl da sonda complexa derivado da amostra experimental e controle foram 

hibridados com as membranas de náilon por 48 horas a 65ºC. As membranas foram então 

lavadas durante 3 horas em solução de SSC 0,1X, SDS 0,1% a 68ºC.  Após as lavagens, as 

membranas foram expostas a placas sensíveis a radioatividade por 72 horas, para posterior 

detecção e quantificação dos sinais de hibridação.  

 

5.6.4. Detecção e quantificação dos sinais de hibridação 
 
 

Após o tempo de exposição e captação dos sinais de hibridação, as imagens foram 

digitalizadas pelo programa OpiQuant (Packard Instruments). Os pontos foram identificados e os 

sinais de hibridação foram quantificados por meio do programa BZScan (desenvolvido no 

TAGC-Inserm, Marseille, FR), disponível no endereço eletrônico http://tagc.univ-nrs.fr. Este 

programa realiza o cálculo de intensidade dos pontos correspondentes ao depósito de cada cDNA 

e seu respectivo sinal de hibridação com o reconhecimento da área limite do ponto (borda do 

ponto), através da criação de grades, transformando a somatória do sinal (pixels) em valores 

numéricos brutos. Desta forma, o BZScan é capaz de moldar a grade de quantificação do ponto e 

quantificar os valores de intensidade apenas nesta área, minimizando assim o efeito de 

interferências da intensidade (background). Este programa utiliza também o modo de 

visualização tridimensional do ponto para avaliação do alinhamento das grades de quantificação 

e dos cálculos realizados para o controle de interferência e saturação do sinal.  
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5.6.5. Normalização dos dados  
 
 

A normalização dos dados de um experimento de microarranjo é necessária devido às 

diversas fontes de variações que ocorrem em um experimento típico como, por exemplo, 

eficiência de incorporação de material radioativo, concentração de DNAs fixados na membrana, 

quantidade de mRNA, eficiência da reação de transcrição reversa no preparo das sondas, os 

processos de lavagem das membranas e aquisição de suas imagens (Quackenbush, 2002). Esse 

processo de normalização permite a comparação dos valores de expressão entre diferentes 

membranas e diferentes eventos de hibridação. Inicialmente, a fim de corrigir a variação das 

quantidades de DNA das diferentes amostras depositadas em diferentes membranas, os valores 

brutos resultantes da hibridação com as sondas complexas tiveram seus valores divididos por 

aqueles obtidos com a hibridação feita com o oligo T3 marcado radioativamente. Em seguida, os 

valores obtidos foram subtraídos pela mediana do controle de background (água) somado com o 

desvio padrão do mesmo controle. Finalmente, e com intuito de minimizar as diferenças de 

hibridação entre os diferentes experimentos, os valores da intensidade de cada sinal de 

hibridação de um determinado gene foram divididos pela mediana das intensidades de hibridação 

desse mesmo gene em outras membranas. 

 

5.6.6. Detecção de genes diferencialmente expressos 

 

 Para a detecção de genes diferencialmente expressos, utilizamos o programa SAM 

(Significance analysis of microarray) http://www-start.stanford.edu/~tibs/SAM/index.html 

(Tusher et al., 2001). Este programa utiliza um método de análise baseado no teste-t de Student 

modificado para a detecção da expressão gênica diferencial em larga escala. Para avaliar se a 

indicação de um gene como diferencialmente expresso ocorre em função de desvios da média de 

um grupo experimental por contaminação de uma amostra discrepante em relação a este próprio 

grupo, o SAM utiliza testes de permutações balanceadas entre uma amostra de cada grupo 

experimental. A partir da constatação que as variações casuais são específicas para cada gene, o 

SAM indica que um gene é diferencialmente expresso baseando-se na razão entre a diferença das 

médias das situações experimentais, no caso P. brasiliensis internalizado ou crescido in vitro, e o 
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desvio padrão de cada gene calculado a partir das repetições experimentais. A diferença relativa 

d(i) na expressão gênica é então definida pela equação: 

 
 
              d(i) = diferença relativa 
 d(i) =   Xp (i) − Xc(i)         XP (i) = níveis médios da expressão do gene i de P. brasiliensis internalizado 
                S(i) + S0           Xc(i) = níveis médios da expressão do gene i de P. brasiliensis in vitro 
           S(i) = desvio padrão de medidas repetidas de expressão (gene-específico) 
          S0  = constante positiva 

 

onde Xp (i) e Xc(i) são definidos como níveis médios da expressão do gene nos estado p (P. 

brasiliensis internalizado) e c (P. brasiliensis in vitro), respectivamente. A dispersão gene-

específica S(i) é o desvio padrão das medidas de expressão repetidas enquanto que a constante 

positiva S0, no denominador da equação, assegura que a variância de d(i) seja independente dos 

níveis de expressão gênica (Tusher et al., 2001). Para a determinação de genes com mudanças 

significativas na expressão utilizou-se um gráfico de dispersão de d(i) versus a diferença relativa 

esperada dE(i). Para a grande maioria dos genes d(i) ~ dE(i), mas alguns genes são representados 

por pontos distantes da linha d(i) ~ dE(i). As alterações na expressão dos genes que se encontram 

a uma distância maior do que o limiar ∆ são consideradas significativas. O limiar ∆ determina 

dois cortes horizontais: o menor valor positivo de d(i) indica que um gene seja considerado 

significativamente induzido, e o valor menos negativo de d(i) indica que um gene seja 

considerado significantemente reprimido (ver gráfico na figura 3 nos Resultados).  

A porcentagem de genes identificados por mudanças aleatórias é chamada de Taxa de 

Falsas Descobertas-FDR (False Discovery Rate) sendo definido como a proporção esperada de 

rejeições falsas ou falso-positivos. O cálculo de FDR e o número de genes com mudanças 

significativas estão intimamente relacionados com o limiar ∆, de maneira que à medida que o ∆ 

diminui, o número de genes significativamente alterados aumenta, mas ao custo de um aumento 

de FDR. Ao utilizar o SAM o usuário escolhe o limiar ∆ mais conveniente com base no nível de 

significância estimado pelo FDR e o número de genes com os quais se pretende trabalhar. Neste 

trabalho, adotou-se um FDR ≤ 5%. 

O SAM possui ainda um fator para estimar a significância, chamado “q-value” 

(equivalente ao p value), que mede o quão significativo é a diferença de expressão de um 

determinado gene entre as condições de estudo. Valores com q ≤ 0,05 foram considerados 

significativos. Em adição aos critérios estatísticos estabelecidos no SAM (FDR ≤ 5% e q ≤ 0,05) 

somente aqueles genes que tiveram a variação de sua expressão (fold-change) alterada em no 
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mínimo duas vezes (induzido ou reprimido) foram considerados como diferencialmente 

expressos. 

 

5.6.7. Deposição dos dados do experimento de microarranjo em banco de dados público 
 

Os dados do experimento de microarrranjo referentes às hibridações e ao delineamento 

experimental foram depositados, respectivamente, sob os números de acesso A-MEXP-558 e          

E-MEXP-823 no banco de dados público Array express http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/ 

(Parkinson et al., 2007). O Array express tem como objetivo padronizar o armazenamento e 

reprodução de informações essenciais mínimas que são comuns aos experimentos de 

microarranjo, de tal maneira que essa informação possa ser interpretada de forma precisa e 

potencialmente reproduzida e/ou verificada de forma independente.  

 

 5.7. Validação por RT-PCR em tempo real de genes diferencialmente expressos 

 

      Os resultados gerados nos experimentos de microarranjos podem ser influenciados por 

cada passo dessa metodologia complexa, desde a construção dos arranjos até a preparação das 

amostras (extração, marcação e hibridação) e obtenção das imagens do microarranjo (Rajeevan 

et al., 2001). Dessa maneira os dados gerados por microarranjos devem ser validados por 

técnicas independes de análise de expressão gênica. Atualmente a metodologia mais utilizada 

para tal validação é a RT-PCR em tempo real.  

As mesmas amostras de RNA usadas para os experimentos de microarranjo, bem como 

uma amostra de RNA de P. brasiliensis internalizado derivada de um experimento independente, 

foram usadas para as análises de expressão gênica por RT-PCR em tempo real utilizando o 

sistema de detecção por SYBR Green, uma molécula fluorescente que se intercala à dupla fita de 

DNA. Após tratamento com DNaseI (Invitrogen), na presença de inibidor de RNase (Invitrogen), 

quantidades iguais de RNA (0,5 µg) foram transcritos de forma reversa (Superscript II, 

Invitrogen) utilizando oligo(dT)12-18 e submetidos a PCR em tempo real. Os ensaios de 

amplificação foram realizados no aparelho 7900HT Sequence Detection System ABI PRISM 

(Applied Biosystems) em reações de 12 µL contendo 0,4 µM de cada oligonucleotídeo, 6 µL de 

solução completa para PCR contendo SYBR Green (2X) (Applied Biosystems) e 0,2 µl da 

reação síntese de cDNA como molde. Após a desnaturação inicial a 95°C por 10 min, as 

amplificações foram realizadas por 40 ciclos a 95°C por 15 s e 60°C por 1 min. A utilização do 
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SYBR Green demanda cuidadosa padronização, pois este fluoróforo se intercala a qualquer 

dupla fita de DNA presente na reação. Dessa maneira, a quantificação do produto de PCR 

específico pode ser afetada pela formação de dímeros de oligonucleotídeos ou pela formação de 

produtos de PCR inespecíficos. A fim de confirmar a especificidade da amplificação, os produtos 

de PCR foram submetidos à análise da curva de desnaturação ou melting curve. Nesta curva, 

analisá-se a fluorescência das amostras em relação ao aumento contínuo da temperatura, o que 

possibilita determinar a temperatura de dissociação ou melting temperature (Tm) de cada 

fragmento de DNA presente na reação de amplificação. Cada fragmento de DNA amplificado 

possui um Tm específico, o que permite a diferenciação entre os produtos resultantes (específicos 

ou não).  

O método de comparação do ciclo limiar (CT) ou crossing threshold (Livak et al., 2001), 

utilizando o gene constitutivo α-tubulina de P. brasiliensis (Goldman et al., 2003) para 

normalização, foi empregado para a avaliação da variação da expressão (fold-change) de cada 

gene de interesse nas amostras derivadas de P. brasiliensis internalizado (experimento) quando 

comparado com aquelas derivadas do fungo crescido in vitro (controle). O CT é o número de 

ciclos no qual a quantidade de alvo amplificado atinge o limiar de fluorescência emitida ou  

threshold definido pelo pesquisador. O limiar deve estar obrigatoriamente na faixa onde a 

quantidade de fluorescência gerada pela amplificação das amostras é significativamente maior 

que a fluorescência de base ou background. No presente trabalho o limiar de fluorescência foi 

definido como sendo, no mínimo, dez vezes o desvio padrão da média da fluorescência de base 

emitida entre os ciclos 3 e 16 de amplificação. O método de comparação do CT tem como base 

de cálculo a equação 2-∆∆CT onde ∆∆CT = (∆CT experimento – ∆CT controle), sendo que ∆CT 

experimento = CT do gene de interesse no experimento – CT do gene constitutivo no 

experimento) e ∆CT controle = CT do gene de interesse no controle – gene constitutivo no 

controle). A equação 2-∆∆CT é baseada na amplificação exponencial da PCR e sua derivação e 

validação foram anteriormente descritas (Boletim do usuário Applied Biosystems No. 2 P/N 

4303859 e Livak et al., 2001).   

Dois a três experimentos, em duplicata, foram realizados para todos os genes analisados. 

Todos os pares de oligonucleotídeos foram desenhados usando o programa Primer Express 

(Applied Biosystems), fundamentado nas seqüências obtidas do banco de dados do projeto 

transcriptoma de P. brasiliensis (Felipe et al., 2005 e http://www.biomol.unb.br/Pb-eng), e estão 

listados na tabela 1.  
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Tabela 1. Oligonucleotídeos usados no experimento de RT-PCR em tempo real para validação 
dos resultados do  microarranjo 

 
a
 EST de P. brasiliensis (Felipe et al., 2005) e http://www.biomol.unb.br/ 

 
 
 
 
5.8. Produção de ânion superóxido (O2

-) e peróxido de hidrogênio (H2O2) por macrófagos 

murinos infectados por P. brasiliensis 

 

Após 6 h de incubação, o sobrenadante das culturas de macrófagos infectados por P. 

brasiliensis (como descrito no item 5.4) foi removido e as culturas lavadas com tampão Krebs-

Ringer pré-aquecido (NaCl 130 mM, KCl 5 mM, MgSO4 1,3 mM, CaCl2 1,3 mM, Na2HPO4 10 

mM e dextrose 5mM). A produção de O2
- foi determinada pela redução do ferrocitocromo c 

limitada por superóxido dismutase (SOD) (Russo et al., 1989). As culturas de macrófagos 

infectadas foram incubadas a 37°C por 1,5 h em tampão Krebs-Ringer contendo Fe+3 citocromo 

c 80 µM (Type III; Sigma) com ou sem forbol 12-miristato 13-acetato (PMA, 5 µg/mL; Sigma) a 

fim de estimular a produção de O2
-. Ademais, a fim de garantir a especificidade do experimento, 

adicionou-se 40 µg/ml de SOD (Sigma) a um outro conjunto de macrófagos infectados. Poços de 

placas controles continham citocromo c sem P. brasiliensis (culturas de macrófagos não 

PbAESTa Gene               Senso (5´-3´)             Anti-senso (5´-3´)  

50 sod3 CTGTTCGCTGGGCTTTGC TCAGTAGTGACGGCTTCCATCAT 

269 hsp60 TATCACCACCACTGAAGAGATTGC GCTTGCCAACATGGGTATCA 

281 metG GTTTCACGTCATTTCCCCTTATCT CAGCCCCAGCCATTGTTG 

3775 fks AATTATTGCCTTCGCTCCCATA GCCATCGCGAAGAGAACTG 

2976 fmdS CCGTCAGCCGAGGTCCTA GCATTGGCCGAGAGGAGAT 

5491 eno GTAACCGAGACTGGGCTTCATC GCCTCATGCTGACCGGTAGA 
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infectadas). Ao fim da incubação, os sobrenadantes foram coletados e a absorbância medida 

utilizando o comprimento de onda 550 nm. Os resultados foram calculados e são expressos em 

nmol por 5 × 105 macrófagos utilizando a fórmula: nmol O2
- produzido = (valor da absorbância 

da cultura experimental – valor da absorbância da cultura tratada com SOD) × 10,9 nmol 

(quantidade de citrocomo c adicionado). 

 A produção de H2O2 foi medida pelo método da oxidação do vermelho de fenol 

dependente da peroxidase de raiz forte (Pick, 1986). Culturas de macrófagos infectadas ou não 

com P. brasiliensis tiveram seus sobrenadantes retirados e então incubadas a 37°C por 1,5 h em 

tampão fosfato contendo vermelho de fenol 0,56 mM e peroxidase 20 U/ml (Type II, Sigma) 

com ou sem PMA 5 µg/ml.  Após a medida da absorbância a 620 nm seguido da adição de 10 µl 

de 1 M NaOH por poço da placa, o peróxido produzido foi quantificado por meio da comparação 

das leituras de absorbância com curva padrão apresentando concentrações conhecidas de H2O2. 

Os resultados são expressos em nmol por 5 × 105 macrófagos.  

Os resultados dos experimentos de detecção de O2
- e H2O2 são apresentados como média 

± SEM derivados de dois experimentos realizados em triplicata. A análise estatística das 

diferenças entre o grupo experimental e controle foram avaliadas pelo teste t (pareado e bi-

caudal) usando o programa GraphPad Prism versão 3.02, GraphPad Software, EUA. Os dados 

foram considerados significativos quando p < 0,05. 

  

5.9. Análise por Northen-blot da expressão do gene sod3 após tratamento in vitro de P. 

brasiliensis com H2O2 e menadiona 

 

Após sete dias de crescimento em meio Fava-Netto, leveduras de P. brasiliensis foram 

crescidas em meio YPD (extrato de levedura 1%, peptona 2% e dextrose 2%) contendo 

menadiona (2-metil 1,4 naftoquinona) 50 mM (Sigma) ou H2O2 50 mM a 36 °C, 140 rpm por 0, 

30, 50 e 60 min. RNA total das leveduras crescidas em menadiona ou H2O2 foi extraído nos 

diferentes tempos de tratamento utilizando o reagente Trizol (Invitrogen), conforme descrito 

anteriormente. Aproximadamente 13 µg de RNA foi separado por eletroforese em gel de agarose 

desnaturante (formaldeído 2,2 M ) 1,5% em tampão de migração (MOPS 20 mM, acetato de 

sódio 2 mM e EDTA 1 mM, pH 8.0), e então transferido por capilaridade para membrana de 

nylon (Hybond N+, Amershan). As membranas foram primeiramente incubadas em solução de 

pré-hibridação (6X SSPE (NaCl 0,9 M, NaH2PO4 70 mM, EDTA 3,3 mM), reagente de 
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Denhardt´s 5X, SDS 0,5%, 100 µg/ml de DNA de esperma de salmão e formamida 50%) durante 

2 horas a 42ºC. Em seguida, a hibridação das membranas com a sonda para sod3 marcada com 

[α32P]-dATP foi realizada durante a noite nas mesmas condições descritas na pré-hibridação. A 

sonda para sod3 foi obtida por PCR usando oligonucleotídeos obtidos por meio da análise da 

seqüência de sod3 depositada no banco de dados do projeto transcriptoma de P. brasiliensis 

(http://www.biomol.unb.br/Pb-eng). O produto de PCR foi marcado radioativamente usando o 

kit Random primer (Invitrogen), purificado (colunas MicroSpin S-300 e S-400 HR, Amershan) e 

então utilizado. Posteriormente a hibridação, as membranas foram lavadas até uma estrigência 

final de 2X SSPE-0,1% SDS a 65°C por 25 min, e expostas a filme sensível a radioatividade e 

visualizados o aparelho leitor de fósforo Typhoon 9210 PhosphorImager (GE HealthCare).  

Os sinais de hibridação foram quantificados usando o programa ImageQuant (Molecular 

Dynamics, USA), considerando a banda do RNA ribosomal 18S como controle da quantidade de 

RNA total depositado no gel (normalização) a fim de cálculo dos níveis de expressão relativa de 

sod3 ao longo do tempo. 
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6. RESULTADOS  

 

6.1. Cinética da internalização de leveduras de P. brasiliensis por macrófagos peritoneais 

murinos 

 

A fim de investigar uma resposta transcricional inicial de P. brasiliensis ao ambiente do 

macrófago, uma análise da cinética da internalização do fungo foi realizada. A porcentagem de 

internalização de P. brasiliensis aumentou progressivamente ao longo de 12 h de co-cultura, 

sendo que somente após 6 h aproximadamente 90% das leveduras estavam internalizadas 

(Figura 1A). Dessa maneira foi escolhido o ponto de 6 h pós-infecção para análise do perfil de 

expressão gênica empregando o microarranjo, já que esse ponto representaria um contato inicial 

com o ambiente hostil do macrófago. Uma microfotografia representativa dos experimentos de 6 

h pós-infecção está representada na figura 1B. Pode-se observar claramente, tanto em leveduras 

internalizadas como aderidas, a espessa parede dupla característica das leveduras de P. 

brasiliensis. 

 

6.2. Extração de RNA total de P. brasiliensis internalizado  

 

O uso da metodologia de microarranjo na investigação do perfil de expressão de células 

bacterianas ou fúngicas quando em co-cultura com células de hospedeiro é obviamente 

complicado pelo fato do RNA do hospedeiro encontrar-se em excesso. A fim de evitar possíveis 

interferências desse RNA durante as hibridações nos microarranjos utilizou-se um protocolo de 

lise diferencial baseado em uma solução contendo isotiocianato de guanidina (Monahan et al., 

2002). O uso dessa solução proporcionava a lise dos macrófagos murinos e a liberação das 

leveduras internalizadas intactas, as quais eram recuperadas por centrifugação e submetidas à 

extração do RNA total. Utilizando esse protocolo fomos capazes de obter RNA de P. brasiliensis 

de alta qualidade sem contaminação aparente (avaliado por eletroforese em gel de agarose 

corado com brometo de etídio) com RNA dos macrófagos murinos (Figura 2). Outra vantagem 

proporcionada pelo protocolo de lise diferencial é que apesar de não lisar as leveduras de P. 

brasiliensis, a solução de isotiocianato de guanidina mata o fungo (viabilidade determinada 
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usando o corante vital verde de Janus, dado não mostrado) impedindo nova alteração da 

expressão gênica após a liberação do ambiente do macrófago.  
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Figura 1. (A) Percentagem de leveduras de P. brasiliensis aderidas (barra branca) e 

internalizadas (barra preta) ao longo de 12 horas de infecção ex vivo de macrófagos murinos 

peritoneais conforme descrito no material e métodos. (B) Uma microfotografia (1000 x) 

representativa do ponto de 6 horas pós-infecção. Setas maiores: leveduras internalizadas; Seta 

menor: levedura aderida lateralmente. Macrófagos e leveduras opsonizadas foram incubados 

obedecendo a uma razão de levedura/macrófago de 1:5 a 37 ºC em atmosfera de 5% de CO2. Os 

dados mostrados são derivados de dois experimentos realizados em triplicata (média ± SEM).  
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1% não desnaturante corado com brometo de etídeo 

representativo de um experimento de extração de RNA total de P. brasiliensis quando em co-

cultura com macrófagos peritoneais durante 6 horas. 1. RNA total de macrófagos peritoneais não 

infectados 2. RNA total de P. brasiliensis recuperado da co-cultura. 3. RNA total de P. 

brasiliensis extraído do fungo crescido em cultura (Fava-Netto). Aproximadamente 1 µg de 

RNA total foi aplicado em cada caneleta. 

 
 
 
6.3. Identificação de genes de P. brasiliensis cuja expressão foi modulada após 

internalização por macrófagos murinos  

 

Dentre os 1152 genes empregados na confecção do microarranjo (Anexo 1), a análise 

estatística dos dados utilizando o programa SAM revelou que o microambiente do macrófago 

induziu significativamente a expressão diferencial de 213 genes (Figura 3). Porém, somente 

aqueles genes que tiveram a variação de sua expressão alterada duas vezes (induzido ou 

reprimido) foram considerados para análises posteriores. Tal critério reduziu o número de genes 

modulados para 152 (26 induzidos e 126 reprimidos), quando comparamos P. brasiliensis 

intracelular com aquele crescido in vitro (Anexo 2). Baseado nos achados de trabalhos de 

microarranjos que avaliaram a expressão gênica de bactérias e fungos em resposta ao ambiente 

de células fagocíticas (Schnappinger et al., 2003; Lorenz et al., 2004; Fan et al., 2005; Chatterjee 

et al., 2006), selecionamos genes que tiveram sua expressão induzida ou reprimida em 6 h de co-

cultura para discussão (Tabela 2). Entre os genes induzidos, estão aqueles que codificam para 

proteínas relacionadas ao estresse oxidativo (superóxido dismutase Cu,Zn) e nutricional 

(cistationina beta-liase). Análises previamente realizadas por nosso grupo (Castro et al., 2005; 

26S 
18S 

28S 
 
18S 

 1             2              3 
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Pessoa, 2006) mostraram que a seqüência deduzida de aminoácidos do gene da superóxido 

dismutase Cu,Zn (SOD), representado pela PbAEST 50 do transcriptoma das formas de levedura 

e micélio de P. brasiliensis (Felipe et al., 2005), corresponde a uma proteína predita cuja análise 

de seqüência sugere ser uma SOD glicosilfosfatidilinositol (GPI)-ancorada. Essa seqüência de P. 

brasiliensis apresentou alta similaridade a SOD Cu,Zn GPI-ancorada de Coccidioides pasadasii 

e C. albicans (sod5) (Martchenko et al., 2004; Fradin et al., 2005). Devido a outras duas 

PbAESTs relacionadas a SODs já descritas para P. brasiliensis (Felipe et al., 2005), a seqüência 

PbAEST 50 foi designada sod3, tendo sido depositada no banco de dados do NCBI (National 

Center for Biotechnology Information- www.ncbi.nih.gov) sob o número de acesso DQ832188.  

O gene hsp60 que codifica para proteína de choque térmico de 60 kDa também teve sua 

expressão induzida. Além de sua atividade intrínseca de chaperona, tem sido demonstrado um 

papel importante da proteína HSP60 na proteção contra agentes do estresse oxidativo (Cabiscol 

et al., 2002). Outros genes que tiveram um aumento nos níveis de seus transcritos estão 

relacionados à cadeia transportadora de elétrons (qrc8 e cox17p) e a proteínas ribossomais. 

Ademais, o aumento da expressão de três genes relacionados a histonas sugere que P. 

brasiliensis responde ao ambiente intracelular dos macrófagos com mudanças no 

empacotamento da cromatina.  

Entre os genes cuja expressão foi reprimida, cinco codificam para proteínas associadas a 

glicólise/gliconeogênese, sugerindo provavelmente um ambiente depletado de fonte de carbono 

complexa (glicose) no interior das células fagocíticas. Especificamente, o gene unicamente 

relacionado à glicólise foi o pfkA que codifica para fosfofrutoquinase, o qual teve sua expressão 

diminuída mais de três vezes no P. brasiliensis fagocitado quando comparado com aquele 

crescido in vitro. A fosfofrutoquinase é uma enzima regulatória chave da glicólise, catalisando a 

fosforilação irreversível de frutose-6-fosfato para frutose-1,6-bifosfato.  

Os genes codificando a 1,3-β-D-glicana sintase (fks) e formamidase (pbfmd) também 

foram reprimidos (-3,5 e -22-vezes, respectivamente). Interessantemente, a 1,3-β-D-glicana 

sintase catalisa a síntese de β-glicana, um componente polissacarídeo importante da parede 

celular de fungos e que apresenta uma atividade imunoestimulatória (Brown et al., 2003). 
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Figura 3. Genes diferencialmente expressos em P. brasiliensis internalizados por macrófagos 

murinos quando comparados com o fungo crescido in vitro. Significância estatística analisada 

pelo programa SAM. Comparação entre a diferença relativa da expressão gênica observada d(i) e 

esperada dE(i). A linha azul contínua é a região onde d(i) ~ dE(i). As linhas tracejadas são cortes 

a uma distância ∆ da linha contínua. Os pontos verdes representam genes que se afastaram da 

linha d(i) ~ dE(i), a uma distância < ∆, sendo considerados genes significantemente reprimidos e 

os pontos vermelhos são genes que se afastaram da linha     d(i) ~ dE(i), a uma distância > ∆, 

sendo considerados induzidos. 
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Tabela 2. Genes selecionados que tiveram expressão diferencial em leveduras de P. brasiliensis 
fagocitadas por macrófagos murinos 

 PbAESTa Função atribuída EC  
Variação 

da 
expressãob 

Gene 
ortólogo 

Número de acesso/ Melhor hit 
organismo / E- valuec 

Estresse 
oxidativo 

50 
Cu-Zn superóxido 
dismutase 

1.15.1.1 13,8 sod 

ABB36775 / Coccidioides 

posadasii  
/ 1e-44 

       
Biosíntese de 
aminoácido 

281 
Cistationina beta-
liase 

4.4.1.8 3,8 metG 
AAB03241 / Emericela. nidulans  
/ e-104 

       
Proteína de 
choque 
térmico 

269 
60 kDa proteína de 
choque térmico  

- 2,0 hsp60 
O60008 / P. brasiliensis 

/ e-140  

       

Respiração  284 

Ubiquinol 
citocromo redutase, 
subunidade VIII 
 

- 3,2 qcr8 

 
EAS30263 / C.  immitis  
/9e-32 

 500 
Transportador de 
cobre mitocondrial  

- 2,0 cox17p 

 
AAY64186 / P. brasiliensis /   
3e-16 

       

Histonas 1230 Histona H3 - 4,2 hht2 
CAA39154.1 / E. nidulans 

 / 2e-68 

 
1873 Histona H4 - 8,1 hhf2 

AAL38972.1 / Neurospora  

crassa/ 8e-39 

 
2069 Histona H2A - 3,4 htz1 

CAA99011.1/ S.  cerevisiae /   
1e-20 

       

Maquinaria  
tradução 

1006 
40S proteína 
ribossomal S15 

- 2,3 rps15 
NP_014602 / S. cerevisiae 

 / 2e-46 

 654 
40S proteína 
ribossomal S24 

- 2,3 rps24 
NP_010997 / S. cerevisiae 

 / 3e-38 

 857 
40S proteína 
ribossomal S27 

- 2,7 rps27 
NP_012766 / S. cerevisiae 

 / 2e-32 

 1484 
40S proteína 
ribossomal S31 

- 4,8 rps31 
NP_013268 / S. cerevisiae 

 / 2e-55 

 195 
60S proteína 
ribossomal L12 

- 2,0 rpl12 
NP_010860 / S. cerevisiae 

 / 9e-53 

 477 
60S proteína 
ribossomal L21A 

- 2,4 rpl21 
NP_009750 / S. cerevisiae 

 / 4e-56 
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 3213 
60S proteína 
ribossomal L24 

- 2,7 rpl24 
NP_011484 / S. cerevisiae  
/ 1e-32 

 3528 
60S proteína 
ribossomal L27 

- 2,7 rpl27 
NP_010759 / S. cerevisiae  
/ 2e-33 

 1317 
60S proteína 
ribossomal L28 

- 3,7 Rpl28 
NP_013176 / S. cerevisiae 

 / 1e-83 

 5077 
60S proteína 
ribossomal L41 

- 2,1 rpl43 
NP_015368 / S. cerevisiae 

 / 9e-28 

 
 

2599 
60S proteína 
ribossomal L8 

- 2,3 rpl8 
NP_013055 / S. cerevisiae 

 / 1e-103 

 551 
60S proteína 
ribossomal L35 

- 2,8 rpl35 
NP_010090 / S. cerevisiae  
/ 2e-22 

 81 
60S proteína 
ribossomal L42 

- 2,1 rpl42 
NP_014237 / S. cerevisiae  
/ 4e-52 

       

Glicólise 3624 Fosfofrutoquinase 2.7.1.11 -3,6 pfkA 

 
Q4W9B8 / A.  fumigatus  
/ 1e-40 

 
Glicólise/ 
Gliconeogêne
-se 
 

3698 
Gliceraldeído-3-
fosfato 
desidrogenase 

1.2.1.12 -2,4  pbgadph 
AAP42760 / P. brasiliensis 

/ 1e-34 

 
42 

Fosfoglicerato 
quinase 

2.7.2.3 -2,2 pgk 

 XP_658850 / Aspergillus 

nidulans  
/ 2e-174 

 
4820 

Fosfoglicerato  
mutase 

5.4.2.1 -5,3 gpmA 
XP_754690 / A. fumigatus  
/ 5e-121 

 
2976 Enolase 4.2.1.11 -5,2 eno 

AAK49451.1/ A. fumigatus 

/ 7e-69 

       

Parede 
celular 

3775 1,3 β-glicana sintase 2.4.1.34 -3,5 fks 
AAD37783.1/P.brasiliensis / 1e-
60 

       
Metabolismo 
de nitrogênio  

5491 Formamidase 3.5.1.49 -22 pbfmd 
AAN87355 / P. brasiliensis / 1e-
111 

                    
a (23) e http://www.biomol.unb.br/Pb-eng 

                    b Números positivos e negativos representam genes induzidos e reprimidos, respectivamente. 
                   c Análise por BLASTx realizada no banco de dados do NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. 
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6.4. Validação dos dados do microarranjo  

 

A fim de validar os dados gerados pelos experimentos de microarranjo, a técnica de RT-

PCR em tempo real foi realizada empregando as mesmas amostras de RNA empregadas no 

microaranjo. Ademais, RNA de P. brasiliensis derivado de um experimento de infecção 

independente também foi utilizado. Selecionamos três genes que tiveram um maior acúmulo de 

seu respectivo mRNA (sod3, hsp60 e metG) e três que apresentaram menores níveis de transcrito 

(fks, fmdS e eno) quando na internalização de P. brasiliensis por macrófagos murinos. 

A figura 4 mostra as curvas de amplificação do experimento de RT-PCR em tempo real 

representativo para o gene sod3 derivado de P. brasiliensis cultivado in vitro (Figura 4 A1) e 

após internalização por macrófagos (Figura 4 A2). A alta especificidade dessa reação pode ser 

avaliada pelos picos de desnaturação (gerada a partir da derivada da intensidade de fluorescência 

da curva de desnaturação) representada na figura 5, onde se observa um único pico de Tm (um 

para cada gene) denotando um único produto. Os valores de CT obtidos pela análise das curvas 

de amplificação foram utilizados na avaliação da variação da expressão (fold-change) de cada 

gene de interesse por meio do método de comparação do CT, utilizando o gene constitutivo que 

codifica para α-tubulina de P. brasiliensis para normalização (Tabela 3), conforme descrito no 

material e métodos. Observou-se que o perfil de expressão (induzido ou reprimido) de todos os 

genes avaliados foi o mesmo obtido pela análise do experimento de microarranjo. A magnitude 

da variação da expressão determinada pelas duas metodologias foi relativamente diferente, um 

resultado não surpreendente considerando as diferenças técnicas nos métodos de análise e 

normalização empregados para RT-PCR em tempo real e microarranjo. 
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Figura 5. Picos de desnaturação de sod3 e α-tubulina. Após o termino da reação, uma etapa de 

dissociação é realizada para visualizar a cinética de dissociação dos produtos amplificados. 

Aumenta-se a temperatura de forma linear e a fluorescência de cada amostra é representada 

graficamente. O eixo da ordenada mostra a derivada da intensidade da fluorescência e o da 

abscissa, a temperatura. 

 

         Tabela 3. Validação por PCR em tempo real dos dados do microarranjo                

       Variação da expressãoa 
    PbAEST     Gene 

Microarranjo PCR em tempo realb 

50 sod3 13,8 3,9 

269 hsp60 2,0 6,0 

281 metG 3,2 1,4 

    

3775 fks -3,5 -3,4 

2976 eno -5,2 -1,2 

5491 pbfmd -22,0 -5,2 

α-tubulina 

sod3 
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a Números positivos e negativos representam genes induzidos e reprimidos, respectivamente.   
b Média da variação da expressão de dois a três experimentos realizados em duplicata. 
6.5. Produção de superóxido e peróxido de hidrogênio por macrófagos murinos infectados 

por P. brasiliensis 

 

  Diante dos resultados do microarranjo, os quais indicavam um importante papel do 

estresse oxidativo na regulação da expressão gênica de P. brasiliensis intracelular (aumento nos 

níveis de mRNA de sod3, hsp60, qcr8 e cox17p), investigamos a produção de O2
- e H2O2 por 

macrófagos murinos infectados por esse fungo. A tabela 4 mostra que macrófagos infectados 

tiveram um aumento significativo em mais de 4 e 5 vezes na produção de O2
- e H2O2, 

respectivamente, quando comparado com macrófagos não infectados. Esses resultados 

corroboram a idéia de que o fungo estava sob considerável estresse oxidativo no interior dos 

macrófagos, o que provavelmente levou a um maior acúmulo dos transcritos de genes 

relacionados à detoxificação de radicais de oxigênio e proteção contra seus efeitos tóxicos. 

Como controle positivo da reação, macrófagos infectados ou não quando estimulados com PMA 

produziram concentrações semelhantes de O2
- e H2O2, sugerindo uma capacidade similar na 

produção desses radicais independente da presença do fungo.  

 

 

Tabela 4. Produção de ânion superóxido (O2
-) e peróxido de hidrogênio (H2O2) por macrófagos 

murinos infectados por P. brasiliensis na presença ou ausência de PMAa 

Condição  
O2

-  (nmoles/5 × 105 
macrófagos) 

H2O2 (nmoles/5 × 105  
macrófagos) 

Macrófagos infectados   5,5 ± 0.5b 4,2 ± 0.4b 

Macrófagos não infectados 1,3 ± 0.6 0,8 ± 0.3 

   

Macrófagos infectados + PMA 49,3 ± 3.7 43,1 ± 2.7 

Macrófagos não infectados + PMA 52,8 ± 2.6 40,1 ± 1.7 
a Média ± erro padrão da média de resultados de dois experimentos realizados em triplicata. A produção 
de O2

- foi determinada pela redução de citocromo c limitada por SOD e a de H2O2  pela oxidação do 
vermelho de fenol  dependente de peroxidase. 
b Estatisticamente diferente (p < 0,01) quando comparado com macrófagos não infectados, utilizando    
teste t.        
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6.6. Análise por Northen-blot dos níveis do transcrito de sod3 após tratamento in vitro de P. 

brasiliensis com menadiona e H2O2  

 

Considerando a indução da expressão de sod5 de C. albicans pelo tratamento in vitro com 

agentes geradores intra- e extracelular de O2
- (menadiona e riboflavina, respectivamente) bem 

como com H2O2 (Martchenko et al., 2004; Fradin et al., 2005), investigamos os níveis do 

transcrito de sod3 em resposta a exposição in vitro de P. brasiliensis a menadiona e H2O2. A 

figura 6 revela que sob o tratamento com alta concentração de menadiona (50 mM) por 60 

minutos, sod3 teve um aumento no nível do seu transcrito em mais de quatro vezes quando 

comparado com o controle (0 minuto). Um resultado similar foi obtido na condição de estresse 

induzido por H2O2. Dessa maneira, esses resultados são condizentes com o aumento da produção 

de O2
- e H2O2  por macrófagos infectados e o aumento dos níveis de mRNA de sod3 no fungo 

intracelular, como previamente mostrado pelos dados do microarranjo e RT-PCR em tempo real 

para o fungo internalizado pelos macrófagos.  

 

 

 

 
 

Figura 6. Análise por northern blot dos níveis do transcrito sod3 de P. brasiliensis durante 

tratamento in vitro com menadiona e H2O2.  Quantidades iguais de RNA total extraído das 

leveduras tratadas com 50 mM menadiona (A) ou 50 mM H2O2 (B) por diferentes períodos de 

tempo foram separados por eletroforese em gel desnaturante, transferidos para membranas de 

náilon e sondados com fragmento de DNA relativo ao gene sod3 amplificado por PCR. Os sinais 

de hibridação foram quantificados considerando a banda do RNA ribosomal 18S como controle 

Nível de expressão 
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da quantidade de RNA total depositado no gel a fim de calcular os níveis relativos do transcrito 

sod3 ao longo do tempo. 

 

Figura 4. Curvas de amplificação representativa de um experimento típico de RT-PCR em 

tempo real. São mostrados os resultados obtidos para os genes sod3 e α-tubulina de P. 

brasiliensis in vitro (A1) e após internalização por macrófagos murinos (A2). Os gráficos 

mostram a variação da intensidade de fluorescência (na ordenada) com o número de ciclos de 

amplificação (abscissa). Cada curva representa a amplificação de um gene na condição indicada. 

O limiar da detecção da fluorescência está representado por uma linha vermelha horizontal. *Pb-

mФ: P. brasiliensis internalizado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



 - 71 - 

7. DISCUSSÃO 

 

O presente estudo descreve pela primeira vez o perfil transcricional de P. brasiliensis em 

resposta à internalização por macrófagos, um tipo celular necessário para o controle da infecção 

mediada por esse fungo. O estilo de vida intracelular de P. brasiliensis deve ser essencial para 

sua habilidade de permanecer latente e/ou poder disseminar em indivíduos susceptíveis. A fim de 

obter um melhor entendimento da complexa relação entre esse fagócito e o fungo, realizamos 

experimentos com a tecnologia de microarranjo comparando o perfil transcricional de 1152 

genes de P. brasiliensis fagocitado por macrófagos murinos peritoneais com aquele crescido in 

vitro. Inicialmente, procuramos analisar a cinética de internalização do fungo pelos macrófagos a 

fim de estabelecer um ponto inicial da interação para análise pelo microarranjo. Somente após 6 

horas de infecção ex vivo, mais de 90% das leveduras foram fagocitadas. Esse resultado está de 

acordo com estudos anteriores mostrando que, ao contrário do observado para outros fungos 

patogênicos, P. brasiliensis não é rapidamente fagocitado (Brummer et al., 1988a,b, 1989; 

Newman et al., 1990; Vazquez-Torres et al., 1997; Lorenz et al., 2004). Esse fato provavelmente 

deve-se, em parte, as glicoproteínas gp43 e gp70 secretadas por P. brasiliensis, as quais exercem 

efeitos inibitórios na capacidade fagocítica de macrófagos murinos peritoneais (Flavia-Popi et 

al., 2002; de Mattos Grosso et al., 2003). 

 

7.1. Genes relacionados ao metabolismo 

 

O fagossomo é descrito como uma organela pobre em glicose e aminoácidos 

(Schnappinger et al., 2003; Lorenz et al., 2004). Tal carência de nutrientes induz uma resposta 

adaptativa similar em fungos e bactérias intracelulares a fim de sobreviverem no interior dos 

macrófagos (Amer et al., 2002; Lorenz et al., 2004; Chatterjee et al., 2006). Pouco tempo após a 

fagocitose, a bactéria gram-positiva Listeria monocytogenes e C. albicans têm uma forte redução 

na expressão de genes envolvidos na glicólise (Lorenz et al., 2004; Chatterjee et al., 2006). 

Mostramos aqui que P. brasiliensis recém fagocitado também parece sentir e responde ao 

ambiente depletado de glicose do fagossomo. O gene que codifica para fosfofrutoquinase (pfkA), 

a principal enzima regulatória da via glicolítica, teve sua expressão reduzida em três vezes 

quando comparado com o controle (fungo crescido in vitro). Ademais, os níveis de transcritos de 

quatro dos cinco genes codificando enzimas envolvidas na segunda parte da glicólise (pbgapdh, 
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pgk, gpmA e eno) também foram reduzidos. A segunda parte da glicólise corresponde aqueles 

cinco passos na conversão de gliceraldeído-3-fosfato para piruvato com formação acoplada de 

ATP.  

Interessantemente, não observamos uma indução da expressão do gene ic11 (isocitrato 

liase), o qual codifica a enzima chave do ciclo do glioxilato, como tem sido descrito para alguns 

patógenos bacterianos e fúngicos fagocitados, principalmente M. tuberculosis e C. albicans 

(Schnappinger et al., 2003; Lorenz et al., 2004; Fan et al., 2005). A ativação do ciclo do 

glioxilato em resposta a fagocitose é descrito como uma importante adaptação de patógenos 

intracelulares ao microambiente pobre em glicose do macrófago, já que permite a assimilação de 

fontes simples de carbono (como acetato) para a gliconeogênese (Lorenz & Fink, 2002). Por 

outro lado, recentemente nosso grupo utilizando a técnica de RT-PCR semi-quantitativo relatou 

que icl1 tinha sua expressão induzida em resposta ao crescimento in vitro de leveduras de P. 

brasiliensis em meio contendo acetato como única fonte de carbono e também quando 

fagocitado por macrófagos da linhagem J774 em nove horas de co-cultura (Derengowski et al. -

submetido- Anexo 7). Apesar de estatisticamente significativo, o aumento dos níveis de mRNA 

de icl1  nas condições acima citadas quando comparadas com o respectivo controle (a levedura 

crescida in vitro em meio contendo 4% de glicose) era discreto, com a levedura controle 

apresentando um nível basal de mRNA de icl1  significativo. De forma contrária, concentrações 

baixas de glicose (0,1 %) são suficientes para inibir a expressão de ic11 em C. albicans (Barelle 

et al., 2006). Dessa maneira, esses dados sugerem que mesmo em níveis de glicose elevados, há 

um acúmulo de transcritos ic11 em leveduras de P. brasiliensis. Esse fato é condizente com 

aqueles resultados anteriormente descritos no projeto transcriptoma de P. brasiliensis (Felipe et 

al., 2005), onde os níveis de transcritos ic11 em leveduras crescidas em meio rico a 37ºC 

avaliados por subtração eletrônica, microarranjo e nortern-blot eram substancialmente elevados 

quando comparados com a forma miceliana do fungo crescidas a 25ºC. Nesse contexto, a 

regulação da expressão de icl1 em P. brasiliensis deve sofrer controle tanto pela temperatura 

como pela fonte de carbono. Assim, a não observação do aumento dos níveis de transcrito de icl1 

no presente estudo pode ser resultado das diferenças metodológicas com o trabalho de 

Derengowski et al. onde provavelmente um maior tempo de internalização do fungo pelo 

macrófago tornou perceptível, mesmo que de forma relativamente discreta, um aumento dos 

níveis do transcrito de ic11. Esses resultados são condizentes com aqueles recentemente 

descritos para P. marneffei (Cánovas & Andrianopoulos, 2006). Esse fungo, também um 
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patógeno dimórfico de humanos, tem a expressão do gene acuD, codificando ICL, regulado tanto 

pela temperatura como pela fonte de carbono. Uma análise por northern-blot utilizando RNA 

isolado de células crescidas em meio contendo glicose ou acetato como fonte de carbono 

demonstrou que a 25°C a expressão de icl1 é dependente da fonte de carbono, sendo sua 

expressão induzida quando o fungo era crescido em acetato enquanto que na presença de glicose 

sua expressão não foi detectada. Entretanto, a 37°C, icl1 era expresso tanto na presença de 

glicose como na de acetato, sendo os níveis de seu transcrito substancialmente maior do que a 

25°C. A presença do acetato no meio de cultura a 37°C somente induziu de forma tênue a 

expressão de acuD quando comparado com os níveis encontrados nessa temperatura em glicose. 

Esses resultados em conjunto demonstram um padrão diferente de regulação da expressão de icl 

entre fungos dimórficos (P. brasiliensis e P. marneffei) e C.albicans. Em C. albicans, a 

concentração relativamente baixa de glicose como aquelas encontradas na corrente sanguínea são 

suficientes para inibir a expressão de genes do ciclo do gioxilato (Barelle et al., 2006). Dessa 

maneira, C. albicans reprograma o seu metabolismo de carbono de um ciclo do glioxilato 

ativado durante a fase inicial de infecção em macrófagos para ativação da glicólise durante a 

progressão para uma infecção sistêmica (Lorenz et al., 2004; Barelle et al., 2006). Apesar de P. 

brasiliensis e P. marneffei causarem uma infecção primariamente pulmonar, a sua disseminação 

para outros órgãos é bastante comum. Dessa maneira, as leveduras podem ser encontradas tanto 

em um ambiente intracelular ou extracelular. Considerando a hipótese de que icl de P. 

brasiliensis seja regulado pela temperatura e pela fonte de carbono, assim como demonstrado 

para P. marneffei, seria esperado que, em contraste com C. albicans, o ciclo do glioxilato 

permaneça ativado durante todo ciclo de infecção. Essas diferenças regulatórias provavelmente 

são conseqüências dos diferentes estilos de vida desses fungos (comensal/termodimórfico). 

A indução de genes relacionados à biosíntese de novo de aminoácidos em resposta a 

fagocitose por neutrófilos e macrófagos é observada tanto para C. albicans como C. neoformans 

(Lorenz et al., 2004; Fan et al., 2005; Fradin et al., 2005). Especificamente, genes envolvidos na 

biossíntese de metionina são induzidos em C. albicans em resposta ao contato com neutrófilos 

(Rubin-Bejerano et al., 2003). De forma semelhante a esses relatos, identificamos que o ortólogo 

em P. brasiliensis do gene metG, o qual codifica para a enzima cistationina β-liase, teve sua 

expressão induzida em resposta a fagocitose por macrófagos murinos. A cistationina β-liase é 

uma proteína tetramérica com subunidades idênticas, cuja função fisiológica em plantas, 

bactérias e fungos é catalisar o penúltimo passo que precede a síntese de metionina por meio da 



 - 74 - 

reação de eliminação α,β da cistationina gerando homocisteína, piruvato e amônia. 

Posteriormente, a homocisteina é metilada para a formação de metionina pela metionina sintase 

(Belfaiza et al. 1986; Grynberg et al., 2001). 

Além de ser crítico para a biossíntese de proteínas, a metionina na forma de S-

adenosilmetionina (SAMe) é requerida em três vias metabólicas essenciais: transmetilação, 

transulfuração e síntese de poliaminas (Lu, 2000). Na transmetilção, o grupo metil (-CH3) de 

SAMe é doado a uma grande variedade de moléculas incluindo DNA, fosfolipídios e proteínas. 

Assim, qualquer intervenção nessas reações pode afetar um grande número de processos 

celulares, desde a expressão gênica até a fluidez da membrana. Na transulfuração, o átomo de 

enxofre do SAMe é convertido via uma série de passos enzimáticos para cisteína, o precursor da 

glutationa, a qual é um importante antioxidante celular. Na síntese de poliamina o SAMe atua 

doando dois resíduos de propilamina. As poliaminas são compostos orgânicos com dois ou mais 

grupos amina e atuam como fatores de crescimento tanto em células de eucariontes como 

procariontes. Dessa forma, a biossíntese de metioinina é de vital importância para a viabilidade 

de microorganismos. Em fungos, essa proposição tem sido validada pelo fato de que diversos 

compostos naturais com efeitos antifúngicos, incluindo o ácido 2-amino-5-hidroxi-4-

oxopentanóico (Yamaguchi et al., 1990) e azoxibacilina (Aoki et al., 1994), têm como prováveis 

alvos enzimas importantes da via de produção de metionina. Ademais, a deleção de genes como 

met3 e met6, os quais são requeridos para síntese de metionina resulta em avirulência de C. 

neoformans em um modelo de infecção por via inalatória em camundongos (Yang et al., 2002; 

Pascon et al., 2004). Especificamente, met6 codifica para a enzima metionina sintase e seu 

mutante nulo em C. neoformans, além de ser avirulento, tem um severo defeito no crescimento e 

é deficiente na produção da cápsula. Além disso, a não atividade da MET6 permite o acúmulo de 

homocisteina, um metabólito intermediário tóxico que inibe a biossíntese de esterol. Com 

relação a cistationina β-liase, a importância de sua atividade catalítica na interação patógeno-

hospedeiro é reportada em um modelo murino sistêmico de infecção com Salmonella enterica 

serovar Typhimurium. Isolados dessa bactéria geneticamente deficientes para o gene metG são 

menos virulentos que a bactéria do tipo selvagem (Ejim et al., 2004). Nesse sentido, a indução da 

expressão de metG poderia conferir uma importante resposta adaptativa de P. brasiliensis ao 

interior dos macrófagos, onde as concentrações de aminoácidos são relativamente baixas (Rubin-

Bejerano et al., 2003). Considerando as informações acima, inibidores específicos da síntese da 

metionina são importantes candidatos para drogas antifúngicas, pois teriam um impacto na 
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síntese de DNA e proteína simultaneamente. Ademais, muitos dos passos dessa via estão 

ausentes em mamíferos, diminuindo a ocorrência de efeitos colaterais tóxicos não desejados. 

Nesse sentido, Ejim et al. (2007) avaliaram, a partir de uma biblioteca de moléculas, potenciais 

inibidores da atividade da cistationina β-liase de bactérias e C. albicans. Os autores identificaram 

diversos compostos que inibiam a atividade da enzima in vitro, fornecendo uma expectativa do 

surgimento de uma nova classe de antimicrobianos.    

O gene que codifica para formamidase (pbfmd) foi outro gene relacionado ao 

metabolismo que foi diferencialmente expresso no interior dos macrófagos. Análises por 

northern blot e o transcriptoma de P. brasiliensis mostram que os níveis do transcrito pbfmd são 

elevados na forma de micélio quando comparado à levedura, sugerindo um importante papel da 

formamidase na fase saprófita de P. brasiliensis (Borges et al., 2005; Felipe et al., 2005). Foi 

sugerido que a formamidase estaria envolvido no metabolismo de nitrogênio por meio da sua 

atividade catalítica que age hidrolisando de forma específica a formamida produzindo amônia e 

formato (Hynes, 1975). A amônia pode então ser usada como fonte de nitrogênio. Os resultados 

do presente trabalho mostraram uma acentuada repressão do gene pbfmd quando a levedura do 

fungo encontrava-se internalizada em comparação àquela crescida in vitro. O entendimento dos 

sinais que induziram tal diminuição dos níveis do transcrito pbfmd e a relevância desse aspecto 

na capacidade do P. brasiliensis sobreviver intracelularmente ainda é obscuro.  

 

7.2. Genes relacionados à construção da parede celular 

 

De particular interesse nos estudos de patogênese de P. brasiliensis estão os genes 

envolvidos na síntese de polissacarídeos da parede celular. A composição da parede celular de P. 

brasiliensis varia de acordo com a fase morfológica do fungo (Kanetsuna et al., 1970). 

Considerando os polissacarídeos, a transição da forma de micélio para levedura é caracterizada 

pela alteração das ligações glicosídicas de polímeros de glicose, arranjados somente na forma de 

β-1,3-glicana no micélio e principalmente como α-1,3-glicana na levedura (San-Blas & San-

Blas, 1977). No presente estudo, o gene que codifica para β-glicana sintase (fks) foi reprimido 

em resposta ao ambiente do macrófago e teve seu perfil de expressão confirmado por RT-PCR 

em tempo real. É reconhecido não somente para P. brasilieneis (Hallak et al., 1982; Figueiredo 

et al., 1993), mas também para B. dermatitidis (Hogan et al., 1994) e H. capsulatum (Klimpel et 

al., 1988), que a virulência de diferentes isolados na infecção experimental pulmonar de 
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camundongos está associada à quantidade relativa de α- e β-glicana presente na parede celular da 

forma de levedura desses fungos, de tal maneira que a parede celular de isolados avirulentos 

contêm uma maior quantidade de β-glicana em detrimento da α-glicana. O mecanismo molecular 

responsável por esse processo tem sido intensamente investigado no contexto da relação fungo-

macrófago. Assim como para os outros fungos dimórficos, a α-glicana em H. capsulatum está 

localizada na camada mais externa da parede celular (Kanetsuna & Carbonell, 1970; San-Blas, 

1985; Rappleye et al., 2007), o que previne o reconhecimento pelos macrófagos, via receptor 

dectina-1, da porção da parede fúngica formada por β-glicana (Brown & Gordon, 2003; 

Rappleye et al., 2007). Com o silenciamento do gene que codifica para α-glicana sintase, as 

leveduras de H. capsulatum  tornaram-se susceptíveis a destruição in vitro por macrófagos e sua 

virulência estava bastante comprometida em modelo de infecção pulmonar de camundongos 

(Rappleye et al., 2004). A explicação para esses resultados provavelmente reside no efeito 

imunomodulador da β-glicana, pois diversos estudos in vitro e in vivo demonstram que esse 

carboidrato na sua forma particulada (zymosan) ou purificada de alta massa molecular ativa 

diretamente macrófagos, estimulando sua capacidade fagocítica e antimicrobicida, incluindo 

principalmente a produção de RIOs via NADPH oxidase. Ademais, a β-glicana induz a produção 

de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias como, IL-1β, IL-8, IL-6 e TNF-α (Czop, 1986; Abel 

& Czop, 1992; Williams et al., 1996). Especificamente, a fração polissacarídica F1 da parede 

celular de P. brasiliensis, o componente da qual a β-glicana é obtida, elícita a produção de TNF-

α por macrófagos murinos e humanos (Figueiredo et al., 1993; Anjos et al., 2002), o que 

explicaria a capacidade da β-glicana em induzir a migração e organização concêntrica de 

neutrófilos e macrófagos no foco inflamatório para formação do granuloma in vivo e posterior 

proteção contra a infecção (Silva et al., 1994). Além disso, a administração intravenosa de β-

glicana beneficia pacientes com PCM tratados com drogas anti-fúngicas. Pacientes que 

receberam esse carboidrato, apesar de apresentarem uma forma mais severa da infecção, tiveram 

uma resposta mais intensa e favorável à terapia quando comparados com aqueles pacientes 

apenas tratados com os antifúngicos. Analisando diferentes parâmetros imunológicos, como o 

TNF-α presente no soro, os autores concluíram que o tratamento com a β-glicana claramente 

melhora a resposta imunológica. Ademais, nenhum efeito colateral foi observado após o 

tratamento intravenoso com esse carboidrato (Meira et al., 1996). Assim, considerando o fato de 

TNF-α ser uma citocina crítica envolvida na formação do granuloma, na ativação de macrófagos 

e por estar associada à resistência ao P. brasiliensis (Calich et al., 1998; Souto et al., 2000; Calvi 
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et al., 2003), nossos resultados sugerem que os menores níveis do transcrito fks, que codifica 

para β-glicana-sintase, possa estar relacionado a um importante mecanismo adaptativo que esse 

fungo utiliza a fim de reduzir a resposta inflamatória elicitada pela β-glicana presente na sua 

parede. Tal mecanismo pode ainda estar envolvido com a reconhecida habilidade desse fungo em 

manter-se latente por um longo período de tempo no interior dos macrófagos do hospedeiro.  

 

7.3. Genes relacionados ao estresse oxidativo 

 

Após a fagocitose, macrófagos submete os patógenos a um grupo de moléculas 

antimicrobianas incluindo os RIO e RIN, gerados pelo complexo NADPH oxidase e pela iNOS, 

respectivamente (Nathan et al., 2000; Missal et al., 2004). O mecanismo fungicida de 

macrófagos humanos e murinos contra o P. brasiliensis parece ser dependente dos RIN gerados 

pela iNOS, já que inibidores da atividade dessa enzima previne tal processo (Brummer et al., 

1989; Moscardi-Bacchi et al., 1994; Bocca et al., 1998). Além disso, camundongos 

geneticamente deficientes para o gene da iNOS são altamente susceptíveis à infecção por P. 

brasiliensis (Nascimento et al., 2002). Por outro lado, o papel dos RIO na proteção do 

hospedeiro contra esse fungo parece não ser tão relevante. P. brasiliensis é altamente resistente a 

menadiona e H2O2 in vitro (Shaffner et al., 1986; Dantas, 2005 e presente trabalho) e sobrevive 

em macrófagos e neutrófilos não ativados, onde os radicais de oxigênio deveriam ter um papel 

mais proeminente, já que a produção de RIN não é significante nessas células (Brummer et al., 

1988a,b; Kurita et al., 1999a,b; Calvi et al., 2003). Nesse contexto, nossos dados mostrando a 

produção significativa de O2
- e H2O2  por macrófagos infectados por P. brasiliensis corroboram a 

idéia de que um sistema adaptativo e eficiente de detoxificação atua nesse fungo contra os 

produtos gerados pela NADPH oxidase a fim de permitir sua sobrevivência no interior dessas 

células fagocíticas. De fato, os resultados gerados pelo experimento de microarranjo revelaram 

dois genes relacionados ao estresse oxidativo (sod3 e hsp60), cujos transcritos tiveram seus 

níveis aumentados quando o fungo encontrava-se internalizado. Ademais, genes relacionados ao 

sistema de transporte de elétrons no citocromo, o qual é importante para defesa contra RIO, 

foram também induzidos. 

O gene sod3 codifica para uma provável SOD Cu,Zn, a qual é uma enzima envolvida na 

eliminação de radicais de ânion superóxido. A importância da SOD Cu,Zn na virulência fúngica 

foi recentemente avaliada. Células de C. albicans mutantes nulo para sod1, que codifica uma 
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SOD citoplasmática, são incapazes de sobreviver ao ataque fungicida de macrófagos e tem sua 

virulência atenuada em um modelo de infecção experimental (Hwang et al., 2002). 

Posteriormente, resultados semelhantes foram obtidos em estudos realizados com C. neoformans 

var. grubii e gattii (Cox et al., 2003; Narasipura et al., 2003), onde a função do gene sod1 

mostrou-se necessária para virulência do fungo em camundongos infectados por via intranasal ou 

endovenosa. Esses resultados implicam a SOD na proteção contra os radicais de oxigênio 

produzidos pelo hospedeiro. Análises in silico mostram que a seqüência deduzida de 

aminoácidos codificada por sod3 corresponde a uma SOD Cu,Zn, GPI-ancorada, com provável 

localização na membrana plasmática (Castro et al., 2005), o que poderia conferir um melhor 

acesso aos radicais superóxido derivados dos macrófagos murinos e subsequentemente uma 

detoxificação mais rápida desse RIO. Esta hipótese é reforçada pelo fato de que o gene sod5, 

também codificando uma SOD Cu,Zn GPI-ancorada, de C. albicans é induzido in vitro por 

moléculas geradoras de radicais de oxigênio e em resposta a internalização por neutrófilos 

(Fradin et al., 2005; Martchenko et al., 2004). Ademais, mutantes nulos para sod5 são mais 

passíveis de destruição por neutrófilos e tem sua virulência atenuada em modelo experimental de 

candidíase sistêmica (Martchenko et al., 2004). Nesse contexto, o aumento dos níveis do 

transcrito sod3 de P. brasiliensis internalizados era esperado se o produto desse gene estivesse 

envolvido na defesa contra os radicais gerados pela NADPH oxidase dos macrófagos.  

A indução da expressão de sod3 observada no experimento onde P. brasiliensis foi 

tratado in vitro com altas concentrações de menadiona (50 mM), a qual leva a produção 

endógena de ânion superóxido, sugere um possível papel protetor adicional proporcionado pela 

enzima codificada por esse gene. A respiração mitocondrial é a principal fonte endógena de 

superóxido (Chance et al., 1979), e fatores como fontes de carbono não passíveis de fermentação 

(acetato ou glicerol, por exemplo) estão ligadas ao aumento da produção de superóxido pela 

cadeia transportadora de elétrons em C. albicans (Rikhvanov et al., 2002), S. cerevisiae 

(Davidson et al., 1996; Longo et al., 1996; Maris et al., 2001) e em Schizosaccharomyces pombe 

(Jeong et al., 2001). Considerando nossos resultados sobre a modulação de genes relacionados 

ao estresse nutricional apresentado pelo P. brasiliensis fagocitado, esses dados em conjunto 

fornecem evidências de que a SOD3 deve ser necessária para a eliminação de radicais 

superóxido gerados tanto exo como endogenamente, assim como demonstrado para SOD5 de C. 

albicans (Martchenko et al., 2004). Outro importante fator que induz o aumento da produção 

endógena de radicais superóxido em patógenos intracelulares são os RIO e RIN exógenos 
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derivados dos macrófagos. Essas moléculas inibem a respiração celular por meio da modificação 

das proteínas da cadeia transportadora de elétrons (complexos I, II, III e IV) (Brown, 1999; 

Joseph-Horne et al., 2001, Missal et al., 2004). Quando a cadeia transportadora de elétrons 

(CTE) é inibida, os elétrons se acumulam nas fases iniciais (principalmente no complexo I), onde 

eles podem ser doados diretamente para o oxigênio molecular para gerar o radical superóxido de 

forma exacerbada (Cadenas & Davies, 2000). Dessa maneira, tem sido demonstrado que a 

exposição aos RIO e RIN pode induzir a expressão de genes que codificam enzimas 

detoxificadoras dessas moléculas, as próprias proteínas componentes dos complexos enzimáticos 

da CTE, ou ainda aquelas que atuem como chaperonas moleculares permitindo seu 

funcionamento (Cabiscol et al., 2002; Akhter et al., 2003; Lorenz et al., 2004; Fan et al., 2005; 

Missal et al., 2004). De fato, observamos níveis de mRNA aumentados de qcr8, o qual codifica a 

ubiquinona citocromo c redutase do complexo III e de cox17p (e hsp60, ver adiante), uma 

chaperona transportadora de cobre essencial para a  montagem e atividade catalítica da 

citocromo c oxidase (complexo IV) (Glerum et al., 1996; Punter & Glerum, 2003). 

Além dos maiores níveis de mRNA sod3 pelo tratamento in vitro do fungo com 

menadiona, mostramos também o acúmulo desse transcrito quando o fungo é desafiado in vitro 

com H2O2. Essa molécula reativa também induz a expressão de genes codificando SOD em 

outros fungos (Gash et al., 2000, Lamarre et al., 2001), sendo sugerido, assim como para 

diversas bactérias, que a indução da atividade de SOD protege as células desse radical de 

oxigênio, mesmo não sendo o peróxido de hidrogênio substrato para essa enzima (Carlioz et al., 

1986; Bruno-Barcena et al., 2004). O mecanismo de proteção de SOD contra H2O2 está 

relacionado à prevenção da redução de ferro férrico (Fe+3) para ferro ferroso (Fe+2 ) dependente 

de O2
-. O ferro ferroso reage com H2O2 gerando, via reação de Fenton, radicais hidroxila OH· 

altamente tóxicos (Babior, 2000, Missal et al., 2004). Nesse contexto, acreditamos que o 

aumento da expressão de sod3 em resposta ao tratamento por H2O2 possa ser um outro 

mecanismo importante de adaptação ao ambiente de estresse oxidativo encontrado pelo fungo 

quando internalizado pelo macrófago. Como mencionado acima o peróxido de hidrogênio não é 

substrato para essa enzima, e sim um de seus produtos. Dessa maneira, um aumento da atividade 

da SOD Cu,Zn, seja induzido por H2O2  e/ou O2
-, produziria uma maior concentração endógena 

do primeiro. Assim, ao contrário do observado poderíamos esperar que genes codificando 

catalases e outras enzimas detoxificadoras de H2O2, como a citocromo-c peroxidase (CcP), 

tivessem sua expressão aumentada em P. brasiliensis fagocitado. Essa aparente contradição pode 
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ser explicada pelo fato das duas enzimas citadas já possuírem uma elevada atividade específica 

basal na forma de levedura desse fungo in vitro. Especificamente, a atividade basal de catalase 

em P. brailiensis é 5 e 2100 vezes maior quando comparado com C. albicans e S. cerevisiae, 

respectivamente (Dantas, 2005). Ademais, a catalase e a CcP respondem rapidamente a baixas e 

altas concentrações de peróxido, conferindo uma alta resistência a esse radical de oxigênio. 

Interessantemente, nosso grupo identificou, clonou e caracterizou uma catalase peroxissomal de 

P. brasiliensis (Moreira et al., 2004). A proteína e os níveis do mRNA aumentavam durante a 

transição da forma saprófita de micélio para a parasita de levedura e também durante exposição 

in vitro ao H2O2, sugerindo um papel potencial dessa enzima na virulência de P. brasiliensis. 

Esses dados estão de acordo com a proposição de que uma das diferenças básicas entre os fungos 

patogênicos primários e os oportunistas é a resistência natural aos radicais de oxigênio (Shaffner 

et al., 1986).  

Proteínas de choque térmico (HSPs) são uma família altamente conservada de proteínas 

que atuam nas células em condições normais ou de estresse. Entre as HSPs, existem aquelas 

responsáveis pela translocação e enovelamento de proteínas, as quais recebem o nome de 

chaperonas moleculares e são essenciais para virtualmente todos os organismos. A proteína 

HSP60 de S. cerevisiae, homóloga a GroEL procariota, é uma dessas chaperonas moleculares 

essenciais à viabilidade celular, a qual promove o correto enovelamento de diversas pré-

proteínas translocadas para a matriz mitocondrial (Bukau et al., 1998). A HSP60 é uma ATPase 

que interage de forma não covalente com as proteínas substratos reconhecendo regiões 

hidrofóbicas expostas em suas superfícies, devido ao enovelamento parcial incorreto. Com essa 

interação, a HSP60 fornece um ambiente que facilita o correto re-enovelamento. Essa ação 

previne o desenvolvimento de formas inativas ou agregação irreversível dessas proteínas 

transportadas para a mitocôndria (Cheng et al., 1989; Walter & Buchner, 2002). As chaperonas 

são importantes em condições celulares normais e em condições de estresse (choque térmico, 

depleção de glicose ou exposição a radicais oxidativos entre outros) ocorre um aumento 

significativo de sua expressão (Cheng et al., 1989; Godon et al., 1998). Tal indução reflete uma 

necessidade aumentada dessas chaperonas, pois todas essas situações de estresse podem afetar 

diversas proteínas levando a desnaturação, enovelamento incorreto, desenovelamento parcial ou 

agregação irreversível (Riezman, 2004). Nesse contexto, a expressão diferencial das chaperonas 

HSP60 e HSP70 na forma de levedura de P. brasiliensis é compatível com o seu crescimento a 

37°C (da Silva et al., 1999; Salem-Izacc et al., 2001). Ademais, o número de ESTs 
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representando chaperonas na bibilioteca de cDNA da forma de levedura desse fungo é 38% 

maior quando comparado com a de micélio (Felipe et al., 2005; Nicola et al., 2005). Steen et al. 

(2002) também identificaram um aumento nos níveis dos transcritos da HSP60 e HSP70 quando 

C. neoformans cresce a 37°C. 

O estresse oxidativo é outra condição na qual há uma indução na expressão de HSPs. O 

tratamento in vitro de S. cerevisiae com peróxido de hidrogênio induz diversas HSPs, entre elas a 

HSP104 e HSP12 (Godon et al., 1998). Outras HSPs têm sido diretamente associadas a 

resistência ao estresse oxidativo como HSP70 citoplasmática, a qual é altamente induzível, e a 

HSP33 bacteriana (Toledano et al., 1998; Jakob et al., 1999). A fim de avaliar o papel da HSP60 

de S. cerevisiae em resposta ao estresse oxidativo gerado pelo peróxido de hidrogênio e 

menadiona, Cabiscol et al. (2002) construíram linhagens mutantes condicionais, cujos genes 

hsp60 estavam sob o controle do promotor tet regulado por doxiciclina. Assim, era possível obter 

leveduras produzindo diversas quantidades da proteína HSP60 ajustando o tempo e a 

concentração da doxiciclina no tratamento. Aqueles mutantes produzindo baixos níveis protéicos 

de HSP60 mostraram-se com elevada sensibilidade (redução da viabilidade celular) aos agentes 

oxidantes e níveis aumentados de enzimas mitocondriais oxidadas como a aconitase e succinato 

desidrogenase. Ademais, um aumento intracelular nos níveis de RIO foi observado, após o 

tratamento desses isolados. Por outro lado, leveduras apresentando níveis elevados de HSP60 

foram mais resistentes tanto ao tratamento com menadiona quanto com peróxido de hidrogênio. 

O papel protetor da HSP60 foi relacionado à sua habilidade de se ligar as enzimas mitocondriais 

desenoveladas parcialmente, devido ao dano oxidativo, protegendo sua integridade e limitando a 

liberação de íons de ferro ferroso originados da oxidação de centros ferro-enxofre [4Fe-4S]2+ 

dessas enzimas. De fato, o tratamento com o quelante de ferro deferoxamina protegeu os 

mutantes com níveis baixos de HSP60 da morte induzida pelos radicais oxidantes. Nesse 

contexto, sugerimos que o aumento significativo da produção do radical superóxido e peróxido 

de hidrogênio por macrófagos infectados com P. brasiliensis levou a maiores níveis do transcrito 

hsp60 no fungo (como confirmado por RT-PCR em tempo real), cujo produto protéico poderia 

proteger enzimas mitocondriais vitais da oxidação. Dessa forma, a liberação de ferro ferroso e a 

produção de radicais hidroxila tóxicos, via reação de Fenton, estariam inibidas. Condizente com 

a importância da HSP60 na resposta contra os RIO em S. cerevisiae, diversos patógenos 

bacterianos intracelulares aumentam o nível do transcrito de seu homólogo GroEL quando no 

interior de macrófagos. Esse gene foi um dos que tiveram a maior indução da expressão durante 
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infecção da linhagem murina de macrófagos P388DA por L. monocytogenes (Chatterjee et al., 

2006). Interessantemente, a indução de GroEL se deu somente quando essa bactéria encontrava-

se no fagossomo e não quando escapava para o citoplasma, sugerindo que o requerimento para 

essa proteína dependia de fatores encontrados somente no fagossomo, como o estresse oxidativo. 

Rodococcus equi, um patógeno intracelular facultativo de eqüinos, aumenta a expressão de 

GroEL não só quando no interior de macrófagos mas também durante tratamento in vitro com 50 

mM de peróxido de hidrogênio (Rahman et al., 2005) e M. tuberculosis ativa GroEL quando 

fagocitado por macrófagos murinos e humanos (Alavi & Affronti, 1994; Lee & Horwitz, 1995; 

Monahan et al., 2001). Em conjunto, esses dados sugerem uma estratégia conservada (utilização 

de GroEL/HSP60) entre bactérias e fungos para a sobrevivência intracelular em macrófagos. 

Além de seu papel essencial de chaperona, a HSP60 é reconhecida como importante molécula 

imunomodulatória. A HSP60 atua como importante imunógeno em diversos fungos, de tal modo 

que a vacinação empregando a HSP60 recombinante de H. capsulatum induz uma resposta 

imune celular protetora em camundongos infectados com doses sub-letais desse patógeno (Deepe 

& Gibbons, 2002). Ademais, a HSP60 de C. immitis induz proliferação de linfócitos T isolados 

de linfonodos de camundongos imunizados (Thomas et al., 1997). De forma interessante, as 

HSP60 de H. capsulatum e C. immitis foram imunolocalizadas na parede celular, e pelo menos 

no primeiro, essa proteína atua como um ligante (PAMP) do receptor CR3 de macrófagos (Long 

et al., 2003). Cunha et al. (2002) mostraram que a HSP60 é também um importante imunógeno 

em P. brasiliensis, pois essa molécula na forma recombinante é reconhecida por anticorpos de 

91% de pacientes com PCM.  

Outras HSPs de P. brasiliensis também parecem ser importantes na capacidade desse 

fungo em causar doença. A fim de mimetizar a via hematogênica de disseminação fúngica, 

Bailão et al. (2006) avaliaram a expressão gênica diferencial de P. brasiliensis quando incubado 

in vitro na presença de sangue total humano. Após 60 minutos de tratamento um dos mais 

abundantes transcrito era aquele que codificava para a HSP70. Além disso, os transcritos dos 

genes hsp30 e hsp90 também estavam representados. Esses resultados sugerem que P. 

brasiliensis necessita para sua sobrevivência determinadas HSPs, tanto no seu estilo de vida intra 

como extracelular. 
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7.4. Considerações finais e perspectivas 

 

 No intuito de obter uma maior compreensão da complexa interação P. brasiliensis-

macrófagos, recentemente nosso grupo também utilizando a tecnologia de microarranjos de 

DNA avaliou a resposta transcricional de macrófagos murinos peritoneias infectados por P. 

brasiliensis durante 6, 24 e 48 horas (Silva et al., - submetido – Anexo 6). Vale ressaltar que os 

experimentos de infecção do referido trabalho foi realizado concomitantemente com os descritos 

aqui, de tal maneira que no ponto de 6 horas após a infecção ex vivo dos macrófagos foi possível 

vislumbrar um modelo de interação onde o fungo induziu o macrófago a acumular transcritos de 

genes relacionados à atividade pró-inflamatória e de fagocitose. Ao mesmo tempo, o P. 

brasiliensis, como observado, regulava genes relacionados ao estresse imposto pelo ambiente do 

fagócito.   

 Os dados descritos no presente trabalho demonstram, pela primeira vez, a contribuição  

da técnica de microarranjo como um método robusto para avaliar simultaneamente os níveis de 

mRNA de mais de 1000 genes do patógeno P. brasiliensis diretamente recuperados do interior 

de macrófagos. A premissa inicial de todo experimento de microarranjo é que as mudanças da 

expressão gênica medida pelas diferenças nos níveis de transcritos entre a condição experimental 

e controle, são biologicamente relevantes. Assim, é previsto que os genes induzidos em P. 

brasiliensis durante a infecção de macrófagos são potencialmente importantes para a sua 

sobrevivência intracelular. Dessa maneira, a inativação ou deleção desses genes reduziria a 

capacidade desse patógeno sobreviver e se multiplicar in vivo.  Os genes diferencialmente 

expressos identificados nesse trabalho são então potenciais alvos de estudos moleculares de 

virulência usando o modelo experimental murino de infecção. Devido à complexa natureza 

genética do fungo P. brasiliensis, somente recentemente parte das ferramentas moleculares 

necessárias para realização de tais estudos tornaram-se disponíveis (Leal et al., 2004; Soares et 

al., 2005). Essas ferramentas podem em um futuro próximo revelar alguns segredos desse 

importante patógeno fúngico.  

Porém, é essencial ressaltar que há limitações na interpretação de dados gerados por 

todos experimentos de microarranjo de DNA. A maioria dos estudos que se utilizam dessa 

técnica assume, de forma implícita, uma simples relação entre transcrição e tradução, ou seja, os 

níveis de mRNA necessariamente reflete os níveis de suas respectivas proteínas. Em fungos, e 
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especificamente em S. cerevisiae diversos trabalhos têm mostrado que tal simples relação não é 

verdadeira. A avaliação do coeficiente de correlação (r) entre os níveis de mRNA e abundância 

de proteína mostra que em alguns casos há uma correlação positiva, porém frequentemente a 

correlação é fraca ou ainda ocorre uma correlação negativa. Por exemplo, Gygi et al. (1999) 

comparou os níveis protéicos avaliados por eletroforese bidimensional com os níveis de mRNA 

calculados a partir de um experimento de SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) e reportou 

um r de 0,93 para um conjunto de 106 genes. Entretanto, essa alta correlação foi 

significativamente tendenciosa, pois incorporou um pequeno número de genes com altos níveis 

de mRNA. Quando tal viés foi removido, a correlação foi reduzida para 0,35. Estudos 

subseqüentes usando microarranjos de cDNA e cromatografia líquida e espectrometria de massa 

identificaram 289 proteínas com um r moderado de 0,61 (Ideker et al., 2001). Por sua vez, 

Griffin et al. 2002 encontraram um r de 0,21 quando comparou a abundância relativa de 245 

proteínas com as de mRNA. Entretanto, coeficientes mais significativos foram encontrados para 

as proteínas que faziam parte via glicolítica ou da utilização de galactose. Em um estudo bastante 

abrangente, Beyer et al. (2004), utilizando os bancos de dados de 30 trabalhos de microarranjo 

de oligonucleotideos e 2 de proteoma de S. cerevisiae crescido em meio YPD (geralmente 

usados nos experimentos como controles) calcularam o coeficiente de correlação de 1669 ORFs 

entre os níveis de mRNA e abundância protéica. Para a célula como um todo o r foi de 0,580. 

Ademais, quando era considerado a localização e função das proteínas, a correlação mRNA-

proteína na maioria dos compartimentos celulares era relativamente baixo (r < 0,4), enquanto 

que nos módulos funcionais as correlações revelavam-se geralmente mais altas. De fato, os 

módulos funcionais metabolismo, energia e síntese protéica exibem as correlações mais altas 

entre níveis de mRNA e proteína (média de 0,630, 0,580 e 0,76 respectivamente) sugerindo que 

esses módulos são principalmente regulados em nível trascricional. Interessantemente, o 

coeficiente de correlação do modulo funcional relacionado à defesa/proteção celular e virulência 

foi de 0,5. Há varias explicações para a não relação direta mRNA-proteína: (i) modificações pós-

trancricionais que controlam a taxa de traduçao (ii) regulação traducional e (iii) degradação 

diferencial de mRNA e proteínas. Além disso, mecanismos de retroalimentação existem de tal 

maneira que uma proteína que sofre uma acelerada degradação pode levar a um aumento da 

tradução acarretando em uma correlação negativa entre mRNA e proteína (Greenbaum et al., 

2003). 
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O presente trabalho é pioneiro e fornece um passo inicial para diversas novas 

investigações biológicas visando melhor entender a interação molecular entre P. brasiliensis e o 

macrófago, a principal célula do hospedeiro que regula a patogenicidade na PCM.   
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