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RESUMO 
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 O Paracoccidioides brasiliensis é um fungo dimórfico que cresce na forma 

miceliar a temperatura ambiente e na forma de levedura a 35-37°C. Recentemente, no 

laboratório de Imunopatologia do Departamento de Microbiologia e Imunologia do 

Instituto de Biologia da Unicamp, foi observado que uma amostra da cepa virulenta 

Pb18 crescia de forma diferente das outras. A análise preliminar desta cultura mostrou 

que o fungo se apresentava, exclusivamente, em formas intermediárias entre levedura 

e micélio. Assim, este trabalho teve como objetivo a caracterização parcial deste isolado 

atípico através da comparação com a cepa selvagem. Para tanto, foram analisados: a 

morfologia do isolado a 25 e 37°C; a composição de proteínas de parede celular; o 

desenvolvimento da doença e a resposta imunológica adaptativa em camundongos 

BALB/c. Os resultados mostraram que este isolado não alterou a sua forma de 

crescimento, independente da temperatura de cultivo ou da passagem por animal. 

Através da análise das proteínas de parede celular observou-se ausência de expressão 

de algumas proteínas e baixa concentração da glicoproteína 43 (gp43) no fungo atípico 

quando comparado com o selvagem. A infecção causada por este isolado atípico foi 

mais branda do que aquela observada com a cepa virulenta Pb18, com completa 

resolução das lesões de disseminação. Entretanto, não foi possível determinar 

diferenças na avaliação da resposta imune adaptativa dos animais infectados com os 

diferentes isolados. Apesar da necessidade de mais estudos, estes resultados indicam 

que o isolado atípico pode vir a ser uma importante ferramenta para o estudo da 

biologia do fungo e sua relação com o hospedeiro. 
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P. brasiliensis is a dimorphic fungus that grows in mycelial phase at room 

temperature and in yeast form at 35-37ºC. Recently, in the Immunopathology Laboratory 

of the Department of Microbiology and Immunology (Biology Institute/Unicamp), it was 

observed that a sample of the virulent strain Pb18 grew in a different way from other 

ones. Preliminary analysis of this culture showed that the isolated exhibited, exclusively, 

an intermediate form of pseudohyphae. That way, the objective of this work was the 

partial characterization of the atypical isolated (Pb18PH) through the comparison with 

the wild strain Pb18. For this, there were analyzed: the morphology of the isolated to 25 

and 37°C; the composition of cell wall proteins; th e disease development and the 

adaptative immune response in BALB/c mice. The results showed that Pb18PH didn't 

alter their growth form, independently of the cultivation temperature or the passage 

through animal. By the analysis of the cell wall proteins, it was observed that Pb18PH 

didn't express some proteins and presented low concentration of the glicoprotein 43 

(gp43) when compared with the wild one. The infection caused by this atypical isolated 

was softer than that observed with the virulent strain Pb18. Besides, it was noted the 

complete resolution of disseminated lesions. However, it was not possible to determine 

differences in the adaptative immune response evaluation of the animals infected with 

the different isolated. To despite the need of more studies about this atypical isolated, 

our results indicate that Pb18PH would come to be an important tool for the study of the 

fungus biology and their relationship with the host. 
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1.1. O Agente Etiológico:  

 

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doença granulomatosa crônica causada 

por um fungo dimórfico denominado Paracoccidioides brasiliensis (BRUMMER et al., 

1993; GOLDANI & SUGAR, 1995). 

Este fungo, no indivíduo infectado ou quando cultivado a 37°C, apresenta-se na 

forma de levedura, caracterizada macroscopicamente por colônias moles e rugosas 

que, microscopicamente, são compostas por células ovais ou alongada possuindo 

múltiplos brotamentos, lembrando uma roda de leme. Já em temperatura ambiente, o P. 

brasiliensis desenvolve-se sob a forma miceliar, apresentando-se como colônias 

brancas, pequenas e irregulares, cobertas por um curto micélio aéreo, sendo esta, a 

provável forma encontrada no ambiente. Microscopicamente, esta forma é 

caracterizada por hifas finas e septadas (BRUMMER et al., 1993; GOLDANI & SUGAR, 

1995). 

Inicialmente o P. brasiliensis era classificado, pela sistemática clássica, como um 

fungo imperfeito do filo Deuteromicota, classe Hyphomycetes, pelo fato de não ser 

conhecida nenhuma estrutura sexual que permitisse uma classificação mais precisa 

(SAN-BLAS et al., 2002). Atualmente, apesar de ainda não ter sido descoberto 

nenhuma estrutura sexual, através da comparação filogenética de dermatófitos e 

fungos dimórficos, baseada nas seqüências de rRNA da subunidade ribossomal maior 

(28S), o P. brasiliensis foi mais precisamente classificado como pertencente ao Filo 

Ascomycota, Classe Plectomycetes, Ordem Onygenales e Família Onygeneceae sensu 
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lato, juntamente com o Blastomyces dermatitides e o Histoplasma capsulatum 

(LECLERC et al., 1994; BAGAGLI et al., 2006).  

Apesar dos esforços de vários grupos de pesquisa, o nicho ecológico do             

P. brasiliensis ainda não é totalmente conhecido. Acredita-se que este possa ser 

encontrado saprofiticamente na natureza, onde, provavelmente, clamidósporos e 

conídios do fungo estejam presentes no solo (MEDINA & BODZIAT, 1949) ou em restos 

vegetais (LACAZ, 1949). Esta hipótese é apoiada pelo fato do fungo já ter sido isolado 

em solos de regiões endêmicas como Argentina (NEGRONI, 1966), Venezuela 

(ALBORNOZ, 1971) e Brasil (SILVA-VERGARA, et al., 1998). Entretanto, muitas 

tentativas semelhantes têm falhado em isolar o fungo do solo (RESTREPO, 1985).  

Além do solo, o P. brasiliensis já foi isolado nas fezes de alguns animais 

silvestres como de morcegos frutívoros (Artibeus lituratus) (GROSE & TAMSITT, 1965) 

e pingüim (Pygoscelis adeliae) (GARCIA et al., 1993). Recentemente, o P. brasiliensis 

foi também isolado de tecidos de tatus (Dasypus noveminctus) que vivem em áreas de 

alta incidência da doença, sendo este animal indicado como um provável reservatório 

do fungo (BAGAGLI et al., 1998; SILVA-VERGARA et al., 2000). 

Associado aos prováveis reservatórios do fungo muito se tem discutido sobre as 

principais características ecológicas favoráveis ao P. brasiliensis. Neste contexto, 

regiões de clima úmido, com temperaturas amenas (17 a 24oC), alto índice 

pluviométrico, altitude média, solo ácido e vegetação abundante parecem ser as 

melhores regiões para o desenvolvimento do fungo (RESTREPO et al., 2001).   
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1.2. A Doença: 

 

 A paracoccidioidomicose é uma micose sistêmica, que foi descrita pela primeira 

vez no Brasil em 1908, por Adolpho Lutz, a partir de observações de lesões na boca de 

dois pacientes internados na Santa Casa de Misericórdia localizada na cidade de São 

Paulo (LUTZ, 1908). Atualmente, estima-se que por toda a região endêmica, 

aproximadamente 10 milhões de pessoas estão infectadas, apesar da maioria não 

apresentar sintomas clínicos (RESTREPO et al., 2001). 

 Geograficamente esta micose está restrita a América Latina, desde o México até 

a Argentina, constituindo a principal micose sistêmica desta região. Entretanto, esta 

doença não está distribuída de forma homogênea por todo o continente, encontrando-

se restrita a apenas alguns países. Destes, o Brasil é responsável pela grande maioria 

dos casos reportados (80%), seguido da Colômbia e Venezuela (BRUMMER et al., 

1993; GOLDANI & SUGAR, 1995). Nos países onde a doença é endêmica, os casos 

não são distribuídos homogeneamente pelo território, mas tendem a se concentrar em 

regiões de florestas úmidas (tropicais ou subtropicais) (BRUMMER et al., 1993). No 

Brasil, a maior parte dos casos ocorre na região sudeste, mais precisamente no estado 

de São Paulo (GOLDANI & SUGAR, 1995).  

A paracoccidioidomicose raramente acomete crianças (3%) ou adultos jovens 

(10%). O maior número de casos ocorre principalmente em indivíduos com idades entre 

30 e 60 anos de idade. Dentre estes, o maior incidência é observada em trabalhadores 

rurais (FRANCO et al., 1989; BRUMMER et al., 1993). 
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Em relação ao sexo dos indivíduos acometidos por esta micose, é observado 

que a doença é mais freqüente em homens do que em mulheres, com uma relação 

média de 13:1 nas áreas endêmicas, sendo esta relação muito maior (150:1) na 

Colômbia, Equador e Argentina (BRUMMER et al., 1993). Entretanto, testes cutâneos 

feitos em indivíduos saudáveis nas mesmas áreas não mostram diferenças entre os 

sexos, isto indica que ambos os sexos adquirem infecções subclínicas de forma 

semelhante, mas a progressão da doença é mais freqüente em homens (GREER & 

RESTREPO, 1977). Além disso, em crianças acometidas pela doença não são 

observadas diferenças em relação ao sexo (GREER & RESTREPO, 1977; LONDERO & 

MELO, 1983; MARQUES et al., 1983; LONDERO & RAMOS, 1990). Estes dados 

levaram a hipótese de que influências hormonais seriam importantes para o 

desenvolvimento da paracoccidioidomicose. Este fato foi comprovado por estudos de 

RESTREPO e colaboradores (1984). Neste trabalho os autores demonstraram que o 

estrógeno é capaz de inibir a transição do P. brasiliensis de sua forma miceliar para a 

forma de levedura. Porém, este mesmo hormônio não foi capaz de impedir a transição 

reversa, isto é, transformar o fungo da sua forma de levedura para a miceliar e nem foi 

capaz de afetar o crescimento do mesmo ou a formação de multibrotamentos nas 

leveduras. 

 A forma de contágio dos indivíduos ainda não foi determinada com exatidão. 

Pressupõe-se que na cadeia epidemiológica da PCM, o contágio do hospedeiro deva 

ocorrer pela inalação dos conídios, penetrando nas vias aéreas superiores e instalando-

se, inicialmente, nos pulmões. Este foco inicial de infecção pode regredir com a 



 1. Introdução 

6 

destruição total dos fungos; regredir com a persistência de fungos viáveis, ou progredir 

para o desenvolvimento da doença (FRANCO et al., 1989). 

 A maior parte dos indivíduos que entram em contato com o fungo são capazes 

de conter a infecção e não desenvolvem a doença, condição denominada de 

paracoccidioidomicose-infecção. Isto é comprovado pelo fato de existir uma alta taxa de 

indivíduos, residentes nas regiões endêmicas, que possuem teste cutâneo positivo para 

antígenos do fungo (WANKE & LONDERO, 1994). 

 A partir de seu estabelecimento, a PCM pode evoluir de duas maneiras: aguda 

ou crônica. A forma aguda ou juvenil que representa de 3 a 5% dos casos e acomete, 

especialmente, crianças e adultos jovens, de ambos os sexos, é caracterizada por sua 

rápida evolução e pelo profundo envolvimento do sistema linfático, especialmente 

linfonodos e baço, além do acometimento da medula óssea e fígado (BRUMMER et al., 

1993).  

A forma crônica, por outro lado, é observada em mais de 90% dos pacientes e 

ocorre principalmente indivíduos adultos, evoluindo lentamente e atingindo 

principalmente os pulmões. Nos casos onde a doença é multifocal ocorrem lesões 

extrapulmonares, afetando especialmente as mucosas oral e nasal, pele, linfonodos, e 

glândulas adrenais (BRUMMER et al., 1993).  

 A evolução e a gravidade da doença variam largamente entre os pacientes e as 

várias formas clínicas observadas estão relacionadas aos diferentes níveis de resposta 

imune do hospedeiro. Os pacientes portadores de formas disseminadas da doença 

freqüentemente apresentam depressão da resposta imune celular específica, 

diminuição da reatividade a testes cutâneos e altos níveis de anticorpos contra o         
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P. brasiliensis. Nestes pacientes, a resposta tecidual é caracterizada pela ocorrência de 

granulomas frouxos que abrigam um grande número de fungos. Em indivíduos com as 

formas localizadas da doença, por outro lado, observam-se respostas positivas para 

provas de hipersensibilidade, baixos níveis de anticorpos específicos e a formação de 

granulomas epitelióides compactos com poucos fungos (SILVA et al. 1981; FRANCO, 

1986; FRANCO et al., 1987).   

 Na PCM, assim como em outras micoses profundas, o mais importante 

mecanismo de defesa é a resposta imune celular, sendo que sua depressão determina 

o grau de severidade da doença, tanto em humanos como em modelos experimentais 

(SILVA et al., 1981; ROBLEBO et al., 1982; BRUMMER et al., 1993; SINGER-VERMES 

et al., 1993). De fato, pacientes com formas severas da doença, com envolvimento 

intenso de vários órgãos, lesões progressivas e, eventualmente, evoluindo para óbito, 

apresentam perda acentuada da resposta imune celular, diminuição do número de 

linfócitos T e altos títulos de anticorpos específicos (SILVA et al., 1981; BRUMMER et 

al., 1993; CALICH et al., 1998). 

 

1.3. Modelos Animais: 

 

 A utilização de modelos animais para tentar elucidar os mecanismos da doença 

em humanos tem sido proposto desde a sua descrição por LUTZ (1908). O primeiro 

trabalho bem sucedido utilizando a infecção experimental foi feito por MONTENEGRO 

(1927), onde cobaias inoculadas, pela via intratesticular, com uma suspensão de 
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tecidos humanos infectados apresentaram, em 100% dos casos, uma orquite 

específica. Desde então, os diversos modelos experimentais utilizados na PCM têm 

fornecido informações importantes para a compreensão de vários aspectos da doença, 

além de permitirem o acompanhamento da infecção desde seus estágios iniciais, o que 

não é possível nos estudos realizados a partir de biópsias e necropsias humanas 

(KERR et al., 1988). 

 Modelos animais também têm sido empregados em vários estudos sobre o papel 

da resposta imune na PCM. Utilizando-se deste recurso, PERAÇOLI (1978), inoculando 

P. brasiliensis pela via intratesticular de hamsters, observou que na infecção 

generalizada os níveis de resposta imune celular são muito baixos ou negativos, 

enquanto os títulos de anticorpos permanecem elevados. Esses resultados confirmaram 

a relação entre a função das células T e os níveis de anticorpos circulantes, 

anteriormente observada na PCM humana, corroborando a teoria de que os anticorpos 

não apresentam papel protetor nas micoses em geral. 

 Atualmente, as espécies mais utilizadas para o estudo da PCM são o hamster e 

o camundongo. O hamster tem sido usado devido à sua alta susceptibilidade ao             

P. brasiliensis, sendo que, neste animal, o fungo inoculado por via intratesticular produz 

lesões semelhantes às da doença progressiva humana (COELHO et al., 1982). A 

utilização do camundongo como modelo experimental fundamenta-se, além de sua 

facilidade de obtenção e manutenção, na disponibilidade de linhagens isogênicas que 

permitem a obtenção de resultados altamente confiáveis. 

 Os camundongos das linhagens BALB/c, B10.A e A/Sn têm sido largamente 

empregados em estudos sobre PCM. Segundo CALICH et al. (1985), que pesquisaram 
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a susceptibilidade de diferentes linhagens de camundongos frente à inoculação 

intraperitoneal de 5x106 P. brasiliensis, a linhagem BALB/c apresenta susceptibilidade 

intermediária à infecção paracoccidioidomicótica, enquanto as linhagens B10.A e A/Sn 

comportam-se, respectivamente, como pólos de susceptibilidade e resistência ao fungo. 

A linhagem BALB/c, quando infectada intraperitonealmente com P. brasiliensis, 

apresenta focos granulomatosos pequenos, espalhados por todo o abdômen, 

compostos por macrófagos, neutrófilos e plasmócitos, com tendência a estabilização e 

regressão a partir da 4a semana de infecção. Este modelo mimetiza a forma benigna da 

PCM humana (BURGER et al., 1996). 

 

1.4. Fatores de Virulência e Mutantes: 

 

 Atualmente diversas cepas do P. brasiliensis, que variam quanto à virulência, 

foram isoladas e descritas. Essa variação na virulência é baseada em diferenças entre 

componentes importantes do fungo que podem funcionar como fatores de virulência.  

Normalmente, os estudos sobre fatores de virulência são feitos através da 

comparação de respostas biológicas utilizando fungos com e sem estes fatores. Tais 

comparações requereram o isolamento de cepas mutantes obtidas tradicionalmente 

pelo uso de substâncias químicas, mutagênese induzida por luz ultravioleta ou mesmo 

isolamento de mutantes espontâneos. Uma desvantagem importante destes estudos 

comparativos é que o mutante pode ser deficiente não apenas no fator a ser estudado, 

mas sim, em vários outros fatores (HOGAN et al., 1996).  
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Neste contexto, alguns componentes do P. brasiliensis têm sido apontados como 

importantes fatores de virulência. São exemplos os componentes da parede celular α-

(1,3)-glucana e β-(1,3)-glucana, o antígeno extracelular gp43, além de outros (HOGAN 

et al., 1996).  

O papel dos componentes da parede celular, ·-(1,3)-glucana e ·-(1,3)-glucana 

vem sendo investigado há muitos anos e muitos estudos neste campo utilizam mutantes 

(SAN-BLAS & SAN-BLAS, 1977; SAN-BLAS et al., 1983; SAN-BLAS & SAN-BLAS, 

1992).  

A α-(1,3)-glucana é encontrada na porção externa da parede celular e sua 

localização tem levado a freqüentes especulações sobre seu papel protetor contra as 

defesas do organismo e conseqüente participação como um fator de virulência do P. 

brasilensis. Muitos trabalhos mostram que leveduras do fungo contêm quase que 

exclusivamente a α-(1,3)-glucana e, freqüentemente, a baixa concentração deste 

componente na parede celular de leveduras tem sido correlacionada com baixa 

virulência (SAN-BLAS & SAN-BLAS, 1977; HALLAK et al., 1982). Entretanto, alguns 

mutantes avirulentos ou de baixa virulência possuem níveis de α-(1,3)-glucana 

semelhantes a alguns tipos selvagens altamente virulentos (KANETSUNA, 1981; 

ZACHARIAS et al., 1986). Apesar disto, a importância desta molécula como um fator de 

virulência tem sido sugerida, principalmente, através de evidência indireta. Vários 

trabalhos mostram que isolados virulentos de P. brasiliensis quando mantidos por 

longos períodos em cultura in vitro apresentam baixos níveis da α-(1,3)-glucana, parede 

celular mais fina e perda de virulência em vários modelos animais (SAN-BLAS & SAN-
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BLAS, 1977; CASTANEDA et al.,1987; BRUMMER et al., 1990; KASHINO et al., 1990). 

Porém, todas as três características eram recuperadas através da passagem por animal 

ou pelo cultivo in vitro em meio suplementado com soro fetal bovino (BRUMMER et al., 

1990; KASHINO et al., 1990). 

Outro papel da α-(1,3)-glucana é o de mascarar a β-(1,3)-glucana presente na 

parede celular. Assim, a diminuição do conteúdo da primeira além de expor a segunda 

pode até mesmo alterar a relação parasita hospedeiro (HOGAN et al., 1996).  

A β-(1,3)-glucana é capaz de estimular respostas inflamatórias em sítios de 

infecção, como por exemplo, nos pulmões (BORGES-WALMSLEY et al., 2002). Tanto 

em humanos como também em modelos animais da infecção, infiltrados de células 

polimorfonucleares e mononucleares são usualmente encontradas em sítios 

inflamatórios iniciais e também em lesões granulomatosas crônicas. Além disso, β-(1,3)-

glucana está envolvida no aumento de níveis séricos de TNF, sendo que cepas de 

baixa virulência, como o Pb265, induzem níveis maiores de TNF no soro do que cepas 

virulentas, como o Pb18 (HOGAN et al., 1996). 

A relação entre a α-(1,3)-glucana e a β-(1,3)-glucana parece ser muito 

importante no grau de virulência entre as cepas de P. brasiliensis. Cepas avirulentas ou 

de baixa virulência do fungo induzem respostas inflamatórias mais intensas do que 

cepas virulentas, provavelmente porque, a parede celular dessas contém menos α-

(1,3)-glucana e mais β-(1,3)-glucana do que as cepas virulentas (SILVA et al., 1994). 

Outro importante fator de virulência no P. brasiliensis é a gp43. A gp43 é uma 

glicoproteína que pode se apresentar de duas formas, ou como molécula de superfície 
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celular ou como uma molécula liberada pelo fungo (PUCCIA et al., 1986; PUCCIA et al., 

1991). Além disso, esta glicoproteína funciona como um antígeno que é reconhecido 

pela maior parte dos indivíduos com a paracoccidioidomicose (BLOTTA & CAMARGO, 

1993). Apesar do papel da gp43 não ser totalmente compreendido ela é capaz de se 

ligar a laminina, um componente da matriz extracelular, e parece ser importante para a 

adesão e invasão de células fúngicas em células hospedeiras (LOPES et al., 1994; 

HANNA et al., 2000). Recentemente, foi descrito que esta molécula provavelmente 

funciona como um fator importante para evasão da resposta imunológica do hospedeiro 

pelo P. brasiliensis (FLÁVIA-POPI et al., 2002). 

Além dos componentes estruturais do P. brasiliensis, um outro fator que parece 

influenciar na sua virulência, assim como em outros fungos patogênicos, é o 

dimorfismo. O dimorfismo é a habilidade de mudar a morfologia de uma forma 

filamentosa multicelular para uma forma unicelular (SAN-BLAS et al., 2002). No P. 

brasiliensis o único fator que desencadeia o dimorfismo parece ser a temperatura (SAN-

BLAS & SAN-BLAS, 1994). 

Em muitas micoses, o desenvolvimento da doença é marcado pela conversão de 

uma morfologia fúngica não patogênica, conhecida como forma infecciosa, presente no 

meio ambiente ou na superfície de mucosas, para uma forma morfologicamente distinta, 

denominada de forma patogênica, em tecidos. Essa associação entre a morfologia e o 

desenvolvimento da doença sugere fortemente que fungos dimórficos necessitam da 

morfogenia para a colonização do hospedeiro e desenvolvimento da doença, 

entretanto, a relação entre a mudança de forma e a virulência ainda permanece 

obscura (ROONEY & KLEIN, 2002). 
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A mudança da forma pode favorecer o patógeno através do aumento de sua 

resistência aos mecanismos de defesa do hospedeiro. A doença pode se instalar em 

conseqüência do aumento da sobrevivência do fungo frente aos mecanismos de defesa 

do hospedeiro ou mesmo, através da habilidade de modular a resposta do hospedeiro 

para criar um ambiente favorável à sobrevivência do patógeno e à colonização do 

hospedeiro (ROONEY & KLEIN, 2002). 

 Em infecções pelo fungo Candida albicans, as células dendríticas parecem ser 

diferentemente afetadas por hifas e leveduras deste fungo. FÈ D’OSTIANI e 

colaboradores (2000), estudando a relação entre células dendríticas e as formas de C. 

albicans, mostraram que leveduras do fungo estimulam a produção de interleucina 12 

(IL12) pela célula dendrítica levando ao desenvolvimento de uma resposta do tipo T 

helper 1 (Th1) produtora de interferon gama (IFN-γ), sendo esta associada com uma 

resposta protetora contra a C. albicans. Contrariamente, hifas deste fungo inibem a 

produção de IL12 pela célula dendrítica, levando a síntese de interleucina 4 (IL4) pelas 

células T helper 2 (Th2) e ao desenvolvimento da doença. 

 No caso do P. brasiliensis, até o presente momento, poucos relatos associam, de 

forma clara, a mudança morfológica do fungo com a virulência do mesmo. SAN-BLAS & 

SAN-BLAS (1977), estudando a estrutura da parede celular do P. brasiliensis, 

observaram que na forma micelial havia uma predominância de β-(1,3)-glucana 

enquanto que na forma de levedura o principal polissacarídeo presente na parede era a 

α-(1,3)-glucana. Como discutido anteriormente, esses componentes parecem possuir 

papeis importantes no grau de virulência de cepas do fungo. Estudos usando diferentes 
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isolados do fungo sugerem que a α-(1,3)- glucana protege o fungo de enzimas 

digestivas presentes em macrófagos e outros leucócitos (SAN-BLAS & SAN-BLAS, 

1977). Ao considerar a parede celular do fungo como um fator de virulência, SAN-BLAS 

(1982) sugeriu que fagócitos humanos poderiam produzir β-glucanase que seria capaz 

de digerir apenas a β-(1,3)-glucana presente na parede celular de formas miceliares. 

Desta forma, a transformação do fungo para a forma de levedura, no começo da 

infecção, poderia prevenir a ação de enzimas fagocíticas sobre o fungo, levando ao 

desenvolvimento da doença. 

Recentemente foi observado em nosso laboratório que uma amostra da cepa 

virulenta Pb18 apresentava alterações persistentes na sua forma de crescimento a 

37°C, isto é, as células fúngicas encontravam-se em  formas intermediárias de 

crescimento entre levedura e micélio, normalmente pouco observadas nas culturas de 

P. brasiliensis conduzidas a essa temperatura. 

Considerando o surgimento desta alteração espontânea em uma das amostras 

da cepa virulenta Pb18 e sabendo que a morfologia do fungo pode influenciar na 

virulência do mesmo, o presente trabalho teve por objetivos à caracterização parcial 

deste isolado, buscando a obtenção de um modelo experimental para futuros estudos 

sobre a biologia do fungo e sua relação com o hospedeiro durante o desenvolvimento 

da paracoccidioidomicose. 
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Este estudo teve como objetivo geral: 

 

♦ Caracterizar parcialmente o isolado atípico da cepa virulenta Pb18, espontaneamente 

surgido no laboratório de Imunopatologia do Departamento de Microbiologia e 

Imunologia do Instituto de Biologia da Unicamp, através da análise comparativa com a 

cepa selvagem. 

 

 E como objetivos específicos: 

 

♦ Estudar morfologia e a composição de proteínas do isolado atípico através da: 

(i) Análise macroscópica e microscópica das culturas fúngicas mantidas a 37°C; 

(ii) Determinação do crescimento à temperatura ambiente; e 

(iii) Avaliação das proteínas de parede através da técnica de SDS-PAGE e do 

padrão de reconhecimento antigênico. 

 

♦ Estudar a evolução da infecção em modelo animal através de: 

(i) Avaliação do peso dos órgãos-alvo; 

(ii) Avaliação da celularidade do timo e do baço; 

(iii) Análise histopatológica dos órgãos-alvo; 

(iv) Determinação da capacidade do isolado atípico em invadir o timo;  

(v) Avaliação dos níveis de morte celular por apoptose no timo; e 

(vi) Caracterização das populações de linfócitos T presentes no timo e no baço por 

citometria de fluxo. 
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♦ Avaliar a resposta imunológica de animais inoculados com os isolados através de: 

(i) Análise da resposta de hipersensibilidade celular específica; 

(ii) Ensaio de proliferação celular; e 

(iii) Avaliação da participação de citocinas na infecção. 
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3.1. Animais: 

  

Camundongos machos, obtidos do CEMIB – UNICAMP a partir de colônias livres 

de patógenos específicos (S.P.F.), da linhagem BALB/c e com oito semanas de idade 

foram utilizados neste estudo.  

Testes realizados a cada três meses, desde 1989, para detecção de infecções 

nestas colônias apresentaram resultados negativos para os seguintes patógenos: 

coronavírus (MHV-3), Sendai vírus, vírus da pneumonia do camundongo (PVM), vírus 

da coriomeningite linfocítica (CCMV), Adenovírus, Polyoma vírus, K-vírus, 

Citomegalovírus Murino (MCMV), Rotavírus, Ectromelia, Mycoplasma pulmonis, 

ectoparasitas e endoparasitas. Os animais foram mantidos durante todo o período 

experimental em unidades isoladoras flexíveis tipo Trexler (TREXLER, 1959), com água 

e ração estéreis, fornecidas ad libitum, e com um ciclo de fotoperíodo de 12h/12h.  

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas propostas 

pelo Conselho Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e aprovados pelo Comitê 

de Ética em Experimentação Animal do Instituto de Biologia da Unicamp 

(CEEA/Unicamp). 

 

3.2. Fungos: 

  

Neste estudo foram utilizados dois isolados da cepa Pb18: o isolado original 

procedente da micoteca da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo 

(FCM-USP) e isolado atípico, denominado Pb18UNICAMP, obtido neste laboratório. Os 
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dois isolados foram mantidos em meio de cultivo Fava Netto, à temperatura de 37ºC, e 

com repiques quinzenais. 

A patogenicidade da cepa fúngica selvagem (Pb18) foi estimada por SINGER-

VERMES et al. (1989), através da determinação da LD50% e análise histopatológica do 

local de inoculação e lesões de disseminação durante 24 semanas em camundongos 

B10.A. 

 

3.3. Comparação morfológica e protéica dos dois isolados: 

 

 A comparação entre os isolados foi realizada através de (i) análise morfológica 

dos isolados mantidos a 37°C, (ii) determinação da forma de crescimento à temperatura 

ambiente e (iii) avaliação das proteínas de parede e padrão de reconhecimento 

antigênico. 

 

 3.3.1. Análise morfológica dos isolados mantidos a 37°C: 

 Normalmente a identificação de um fungo é feita através da observação das 

características da cultura e das células fúngicas. Assim, a análise morfológica dos 

isolados mantidos a 37oC foi feita através da análise macroscópica e microscópica das 

culturas fúngicas dos dois isolados. 

 A descrição macroscópica levou em consideração características relatadas na 

literatura como a presença colônias de coloração creme com textura mole e rugosa 

(BRUMMER et al., 1993; GOLDANI & SUGAR, 1995). 
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Para a análise microscópica, células fúngicas, obtidas antes e após a passagem 

em animal, foram ressuspensas em Solução Salina Tamponada com Fosfato (PBS), 

pH7.2, agitadas em agitador tipo Vórtex e coradas pela coloração vital Azul de Algodão 

(SANO et al., 1993). 

 Para a recuperação do fungo a partir de órgãos de animais infectados com Pb18 

e Pb18UNICAMP, no 7º dia p.i. o baço dos animais infectados foi retirado 

assepticamente, pesado e macerado. O pellet obtido após a centrifugação do macerado 

foi ressuspendido em 1 ml de PBS, plaqueado em meio BHI enriquecido modificado por 

SINGER-VERMES et al (1992) e incubado a 37°C por cerca de 15 dias. 

 

 3.3.2. Determinação do crescimento à temperatura ambiente: 

 Com o conhecimento prévio de que o fungo P. brasiliensis, quando cultivado em 

temperatura ambiente, cresce na forma miceliar caracterizada macroscopicamente por 

colônias brancas, pequenas e irregulares, cobertas por um curto micélio aéreo 

(BRUMMER et al., 1993; GOLDANI & SUGAR, 1995), amostras de Pb18 e 

Pb18UNICAMP foram cultivadas a 25°C para a comparaç ão entre as duas colônias. 

  

3.3.3. Avaliação das proteínas de parede e padrão de reconhecimento 

antigênico: 

A avaliação das proteínas de parede das amostras Pb18 e Pb18UNICAMP foi 

feita através da técnica de SDS-PAGE, conforme descrito por LAEMMLI (1970). Para 

tanto, 500 µg/mL dos CFAs (Cell Free Antigen) de cada uma das amostras, após 

dosagem protéica, foram separadas em gel de poliacrilamida na presença de dodecil 
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sulfato de sódio 12%. O gel foi submetido a uma corrente elétrica de 60V por 16 horas 

e, em seguida, as proteínas foram visualizadas através do método de impregnação pela 

prata.  

Para comparação do padrão de reconhecimento antigênico do pool de anticorpos 

obtidos de pacientes, proteínas fúngicas dos dois isolados presentes no gel de 

poliacrilamida foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybound-

C/Amersham) através de uma corrente elétrica de 30V durante 2 horas utilizando-se 

tampão de transferência contendo tris 0,125M e glicina 0,192M. Em seguida, a 

membrana foi “bloqueada” com leite em pó desnatado (Molico) 5% diluído em Tampão 

Tris Salina (TBS), durante duas horas. A membrana foi então incubada durante a noite 

com o pool anticorpo primário obtido de pacientes (gentilmente cedido pela Profa. Dra. 

Heloísa Blotta, do Departamento de Patologia Clínica da Faculdade de Ciências 

Médicas da UNICAMP). Após esta etapa, a membrana foi recoberta com o anticorpo 

secundário anti-imunoglobulina humana por 1 hora e a reação foi revelada utilizando-se 

3-3 Diamino-benzidina (0,6mg/ml) e H2O2 (1ul/ml) em tampão tris HCl 50mM pH 7,6. 

 

3.4. Preparo de antígenos de P. brasiliensis CFA (Cell Free Antigen): 

  

Para o preparo do CFA dos dois isolados foi utilizada a metodologia descrita por 

CAMARGO et al. (1991). Inicialmente, células fúngicas com 7 dias de cultivo foram 

ressuspensas em 1 mL de solução salina tamponada estéril acrescida de phenyl-

methyl-sulfonyl fluoride (PMSF). A seguir, a suspensão foi agitada por 10 minutos em 

Vórtex, centrifugadas por 10 minutos a 6.000 x g e o sobrenadante, contendo os 
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antígenos de parede (CFA), foi coletado. A dosagem protéica do material foi realizada 

de acordo com o método descrito por BRADFORD (1976). 

 

3.5. Estudo comparativo da infecção causada pelos isolados: 

 

3.5.1. Preparo do inóculo: 

Para o preparo das suspensões fúngicas, as amostras Pb18 e Pb18UNICAMP 

foram semeadas em meio de cultura Fava Netto e coletadas sete dias depois, em sua 

fase de crescimento exponencial. As células fúngicas foram ressuspensas em PBS 

estéril pH 7.2, agitadas em agitador tipo Vórtex, em dois ciclos de 15 segundos cada, 

centrifugadas por 10 minutos a 300xg e lavadas por 2 vezes em PBS. 

 O número total de células presente nas suspensões foi determinado por 

contagem em câmara de Neubauer e o número final ajustado para 1x107 fungos/ml, 

sendo a viabilidade determinada pela coloração vital Azul de Algodão (SANO et al., 

1993). 

 

3.5.2. Infecção experimental: 

 Camundongos BALB/c foram inoculados, pela via intraperitonial, com 5x106       

P. brasiliensis das amostras Pb18 ou Pb18UNICAMP, contidos em 0,5 ml de solução 

salina estéril. Animais controle foram inoculados com solução salina estéril e 

sacrificados ao longo do período experimental, servindo como controle para a 

comparação com os animais infectados. 
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3.5.3. Delineamento experimental: 

 Lotes de animais inoculados com as amostras Pb18 e Pb18UNICAMP bem como 

os controles foram anestesiados, pesados, submetidos à sangria pelo plexo braquial e 

sacrificados por deslocamento cervical às 24 horas e aos 3, 5, 7, 14 e 28 dias após a 

inoculação. 

 

3.5.4. Avaliação do peso dos órgãos: 

Para a avaliação do peso de cada órgão, o timo, baço e fígado retirado dos 

animais ao longo da infecção foram lavados em PBS, secos em papel de filtro e 

pesados. Os resultados foram expressos em índice dos órgãos obtido pela equação: 

Índice = peso do órgão (em gramas)/peso do animal (em gramas) x 100. 

 

3.5.5. Avaliação da celularidade do timo e baço: 

Para a avaliação da celularidade do timo e do baço, os órgãos, utilizados para a 

citometria de fluxo, foram, imediatamente após o sacrifício, macerado em meio de 

cultivo RPMI 1640 contendo 10% de soro fetal bovino (FCS). A partir da suspensão 

celular foi estimado o número total de células através da contagem em câmara 

hemocitométrica de Neubauer. 

 

3.5.6. Análise histopatológica: 

Para a análise histopatológica, os órgãos foram fixados em solução de formalina 

tamponada 10% por 24 horas, lavados em água corrente, desidratados em gradiente 

crescente de álcool e embebidos em Histosec. Após a inclusão, o material foi 
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submetido a microtomia para obtenção de cortes finos (4 µm) que foram 

desparafinizados, hidratados em gradiente decrescente de álcool e corados por 

hematoxilina-eosina. 

 

3.5.7. Detecção do isolado atípico Pb18UNICAMP no timo por imuno-

histoquímica: 

Com o objetivo de determinar se o isolado Pb18UNICAMP também era capaz de 

invadir o timo, cortes histológicos do órgão foram desparafinizados, hidratados em 

gradiente decrescente de etanol e lavados com solução salina antes da reação. Em 

seguida a peroxidase endógena foi bloqueada pela incubação por 30 minutos em PBS 

contendo 3% de peróxido de hidrogênio. Após a pré-absorção com soro normal de 

camundongo, os cortes foram incubados com anticorpo primário anti-Pb18 produzido 

em coelho (gentilmente cedido pela Dra. Lucila Costallat Ricci do Departamento de 

Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biologia da UNICAMP) overnight a 4oC. 

Seguido este estágio a reação foi revelada usando o kit ABC (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Após a revelação, os cortes foram contra-

corados com Hematoxilina de Harris, desidratados e montados em Permount. 

 

3.5.8. Detecção de Morte Celular por Apoptose no Timo: 

 Para a detecção dos níveis de apoptose no timo, foi utilizado o Kit TUNEL 

(Boehringer, Germany) de acordo com as instruções do fabricante. Esta técnica baseia-

se na identificação da fragmentação de DNA nuclear através da ligação de um 



3. Material e Métodos 

26 

nucleotídeo marcado com fluoresceína mediada por uma enzima deoxinucleotidil 

transferase terminal. 

 

3.5.9. Caracterização das populações de linfócitos T por citometria de fluxo: 

A caracterização das populações de linfócitos T no timo e no baço foram feitas 

por citometria de fluxo. Para tanto, às 24 horas e aos 3, 5, 7, 14 e 28 dias p.i., os órgãos 

foram coletados, lavados em meio de cultivo RPMI 1640 suplementado com 10% de 

soro fetal bovino e antibióticos, macerados em 2 ml de meio com auxílio de peneiras e 

êmbolos estéreis. A suspensão celular obtida foi centrifugada por 10 minutos a 300xg a 

4°C e o botão de células resultantes foi ressuspens o em meio de cultivo. Nas amostras 

de baço procedeu-se, ainda, a lise das hemácias. 

O número de células presentes na suspensão foi estimado por contagem em 

câmara de Neubauer e o número ajustado para 5x106 células/ml. Foram utilizados 

200 l desta suspensão (1x106 células) para a citometria de fluxo, os quais foram 

incubados volume/volume com soro normal de rato (diluição 1:10 em PBS) sob 

refrigeração por 15 minutos para bloqueio. A suspensão foi centrifugada, o 

sobrenadante descartado, o botão de células ressuspenso e incubado com 1 l de 

anticorpo anti-CD8 marcado com ficoeritrina e anticorpo anti-CD4 marcado com 

isotiocianato de fluoresceína (Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA), sob 

refrigeração e ao abrigo de luz por 30 minutos. Após a marcação, a suspensão foi 

centrifugada, lavada por 3 vezes em PBS e, finalmente, ressuspensa em 1ml de 

solução fixadora de paraformaldeído 0,1% em PBS. A coleta de dados foi feita no 

citômetro de fluxo Coulter XL-MCL (Beckman-Coulter, Brea, CA, USA) e a análise dos 
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dados utilizou o programa EXPO (Applied Cytometry Systems, Dinnington, Sheffield, 

England). 

 

3.6. Avaliação imunológica: 

  

3.6.1. Resposta de hipersensibilidade celular específica: 

A resposta de hipersensibilidade celular específica contra antígenos de             

P. brasiliensis foi avaliada através do teste do coxim plantar (TCP) a partir do 7º dia de 

inoculação dos animais com o isolado Pb18 e com o isolado Pb18UNICAMP, conforme 

descrito por MOSCARDI & FRANCO (1980). Para tanto, 24 horas antes do sacrifício 

foram injetados 0,05 ml de antígeno CFA (80µg/ml) de Pb18 e 0,05 ml de solução salina 

estéril, respectivamente, no coxim plantar esquerdo (pata teste) e coxim plantar direito 

(pata controle). O mesmo protocolo foi utilizado para os animais inoculados com o 

isolado Pb18UNICAMP. No momento do sacrifício o volume das patas foi medido com o 

auxílio de um paquímetro. Para confirmar a positividade do teste as patas foram 

retiradas, fixadas em formol tamponado 10%, desidratadas em gradiente de álcool, 

cortadas e coradas por hematoxilina–eosina.  

 

 3.6.2. Ensaio de proliferação celular: 

O ensaio de proliferação celular foi realizado utilizando-se células obtidas do 

baço dos animais controle e animais experimentalmente infectados com os dois 

isolados de P. brasiliensis. Para isso, o baço foi retirado, macerado em meio de cultura 

RPMI 1640 e as hemácias lisadas com tampão Tris-NH4Cl. Após determinação do 
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número de células viáveis e ajuste da concentração, as células foram plaqueadas em 

placa de 96 “wells” e cultivadas, em estufa de CO2 a 37°C, com Concanavalina A 

(ConA) por 3 dias, com duas concentrações de CFA [0,0028 µg/µl (CFA1) e 0,0056 

µg/µl (CFA2)] obtidas tanto da amostra Pb18 como da Pb18UNICAMP por 5 dias e 

apenas com meio de cultura. A proliferação foi determinada através do método de 

redução do “3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide” (MTT), 

onde 10 µl de MTT foram adicionados em cada “well” e a placa incubada por 4 horas 

em estufa de CO2 a 37°C. Em seguida, 100 µl da solução HCl 0,01M / SDS 10% foram 

acrescentados em cada “well” e a cultura incubada “overnight” a 37°C. A absorbância 

desta reação foi então determinada em leitor de ELISA a 540nm, sendo a medida da 

incorporação do MTT proporcional ao número de células viáveis em cada “well”. Assim, 

a proliferação celular induzida por ConA ou pelo antígeno CFA foi comparada com as 

respectivas células não estimuladas, sendo o resultado expresso em porcentagem de 

proliferação. 

 

3.6.3. Avaliação da liberação de citocinas na infecção: 

Com o objetivo de analisar e comparar qual o padrão de citocinas estava sendo 

produzida durante a infecção pelas amostras Pb18 e Pb18UNICAMP, foram 

pesquisadas as citocinas IL4, TNF e IFN-γ no soro e em culturas de células do baço e 

do timo. 
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3.6.3.1. Obtenção de amostras de soro: 

O soro dos animais infectados com Pb18 ou Pb18UNICAMP e controles foram 

obtidos através da sangria pelo plexo braquial durante o sacrifício dos animais e 

armazenados a -70oC para posterior dosagem das citocinas por ELISA. 

 

 3.6.3.2. Obtenção de amostras de sobrenadante de cultura de células do baço e 

do timo: 

 Os sobrenadantes utilizados para a dosagem de citocinas foram obtidos das 

culturas celulares utilizadas para o ensaio de linfoproliferação. Assim, antes da adição 

do MTT nas culturas, uma parte dos sobrenadantes destas foram retirados e 

armazenados a -70oC para posterior dosagem das citocinas por ELISA. 

 

3.6.3.3. Dosagem por ELISA: 

A dosagem de citocinas foi realizada no soro e no sobrenadante de cultura 

celular timo e baço às 24 horas e aos 3, 5, 7, 14 e 28  dias pi, utilizando os kits BD 

OptEIATM Set Mouse.  

 As placas foram sensibilizadas com anticorpos de captura (anti-TNF ou anti-IL4 

 ou  anti-IFNγ )  durante toda a noite a 4oC e lavadas com  PBS-Tween 20 0,05%. Findo 

este período, procedeu-se, então, o bloqueio  dos sítios livres com tampão de bloqueio 

 (PBS com 10% de soro fetal bovino) por 1 hora a temperatura  ambiente. Após nova 

lavagem, os  padrões  recombinantes, em diluições crescentes para construção das 

curvas e as  amostras foram adicionadas à placa e estas incubadas por 2 horas a 

 37ºC. Em seguida, realizou-se nova lavagem e foi realizada  então a detecção da 
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reação utilizando a solução de detecção (anticorpos de detecção associados a avidina-

HRP) por 1 hora a temperatura ambiente. A reação foi então revelada através da adição 

do  substrato (H2O2) em tampão citrato-ácido cítrico com o cromógeno orto-fenil-

diamina (OPD) e após 30 minutos a reação foi parada utilizando H2SO4 2N. A 

absorbância foi lida em 492nm.    

 

3.7. Análise estatística: 

 

O método de Análise de Variância (ANOVA), seguido pelo Teste de 

Comparações Múltiplas de Dunnett ou pelo Teste de Comparações Múltiplas de 

Bonferroni, foi utilizado para análise dos resultados obtidos. Os valores foram 

considerados estatisticamente diferentes quando o valor de p era menor ou igual a 0,05 

(p ≤ 0,05). Todos os testes estatísticos foram realizados no software GraphPad InStat 

versão 3.0 (1997).  
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4.1. Comparação morfológica e protéica dos isolados: 

 

4.1.1. Análise morfológica dos isolados mantidos a 37°C: 

 

A análise macroscópica das culturas fúngicas mantidas a 37°C mostrou ausência 

de diferenças entre a amostra atípica e a cepa Pb18. Em ambos isolados, as culturas 

apresentavam-se com colônias de coloração creme, com textura mole, rugosa e 

aparência cerebriforme (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 1: Cultura de amostras de P. brasiliensis cultivadas a 37°C. Note que nos dois frascos de 

cultura é possível observar colônias de coloração creme e aparência cerebriforme.  

 

 

 

Pb18 Pb18UNICAMP 
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Já a observação microscópica das células fúngicas presentes nas duas amostras 

da cepa Pb18 mostrou que o isolado selvagem apresentava crescimento na forma de 

levedura (Figura 2A) quando cultivado a 37°C, confo rme o esperado, enquanto que o 

isolado atípico Pb18UNICAMP, quando cultivado a esta mesma temperatura, 

apresentava crescimento em formas intermediárias da transição de levedura para 

micélio (Figura 2B). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Amostras de P. brasiliensis cultivadas a 37°C. (A): Pb18 e (B): Pb18UNICAMP. A umento: 

400x 

  

Com o objetivo de investigar a possibilidade de reversão para o estágio 

leveduriforme, a amostra Pb18UNICAMP foi inoculada em animal e recuperada do baço 

após 7 dias de infecção, através do plaqueamento do macerado deste órgão em meio 

BHI enriquecido modificado por SINGER-VERMES et al (1992). O resultado obtido 

mostrou que a passagem por animal não foi capaz de modificar a forma apresentada 

por esta amostra (Figura 3). 

 

 

A B 
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Figura 3: Célula fúngica da amostra Pb18UNICAMP após a passagem em animal. Aumento: 400x 

 

 

4.1.2. Determinação da forma de crescimento à temperatura ambiente: 

 

Uma das características mais importantes do P. brasiliensis é o dimorfismo 

térmico. Assim, para determinar se o isolado atípico era capaz de modificar sua forma 

conforme a temperatura, amostras do fungo obtidas antes e após passagem em animal 

foram cultivadas a 25°C. Como esperado, a amostra P b18 reverteu seu crescimento 

para forma miceliar característica, enquanto que a amostra Pb18UNICAMP não 

modificou a sua forma de crescimento, apresentando colônias cerebriformes 

semelhante ao observado quando cultivado a 37°C (Fi gura 4). 
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Figura 4: Cultura de amostras de P. brasiliensis cultivadas a 25°C. 1 mês. (A): Pb18. Note a 

presença de colônias brancas, pequenas e irregulares. (B): Pb18UNICAMP. Nesta cultura é 

possível observar a presença de colônias de coloração creme, textura mole, rugosa e aparência 

cerebriforme.  

 

 

4.1.3. Avaliação das proteínas de parede e padrão de reconhecimento 

antigênico: 

 

A observação de morfologias distintas levou-nos à análise de expressão protéica 

das duas amostras. Os resultados obtidos mostraram diferenças também em relação à 

composição de proteínas presentes na parede das células. Como pode ser observado 

na figura 5, apenas a amostra Pb18 expressa proteínas com peso molecular de 32, 39, 

50, 70, 90 kDa. Além disso, apesar de ambos isolados expressarem a banda 

correspondente à gp43, nota-se que a cepa Pb 18 apresenta uma quantidade maior de 

A B 
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expressão desta. Outra diferença na expressão de proteínas foi detectado em uma 

proteína com peso molecular de 38 kDa, mais expressa na amostra Pb18UNICAMP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de Dodecil Sulfato de Sódio (SDS-

PAGE) dos CFA de Pb18UNICAMP e Pb18. Coloração: Impregnação pela prata. 
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O ensaio para a determinação do padrão de reconhecimento antigênico das 

proteínas de parede celular das duas amostras por um pool de anticorpos de pacientes 

com paracoccidioidomicose mostrou que estes anticorpos reconheceram mais 

proteínas da parede celular da cepa Pb18 do que do Pb18UNICAMP. Como pode ser 

notado na figura 6, o pool de anticorpos de pacientes foi capaz de reconhecer várias 

proteínas do isolado Pb18, dentre elas a correspondente a gp43. Entretanto, o mesmo 

não ocorreu com as proteínas do Pb18UNICAMP. Neste caso os anticorpos apenas 

reconheceram uma proteína com peso molecular entre 90 e 116kDa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: ”Immunoblotting” dos CFA de Pb18 e Pb18UNICAMP utilizando anticorpos produzidos 

em pacientes com paracoccidioidomicose. Note a presença de uma banda marcada com peso 

molecular entre 90 e 116kDa na amostra Pb18UNICAMP. 
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4.2. Estudo comparativo da infecção causada pelos isolados de         

P. brasiliensis: 

 

4.2.1. Avaliação do peso de órgãos: 

 

O timo, baço e fígado, sabidamente afetados durante a paracoccidioidomicose 

experimental, foram escolhidos para avaliar a infecção pelo isolado atípico 

comparativamente à infecção causada pela cepa selvagem. 

Como pode ser observado na figura 7A, nos animais inoculados com a cepa 

Pb18, o peso do timo começou a diminuir logo às 24 horas após a inoculação e 

persistiu de maneira crescente até o 7º dia, quando representava cerca de 1/3 do 

observado nos animais controles. Após este período, observou-se uma recuperação do 

órgão, sendo que aos 14 dias pós-inoculação, o peso médio dos timos era de cerca de 

2/3 do encontrado em animais não inoculados, persistindo este padrão até o final do 

período experimental. Já nos animais inoculados com Pb18UNICAMP (Figura 7B), o 

peso do timo dos animais infectados não sofreu alterações marcantes quando 

comparado com os animais controle. 
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Figura 7: Índice tímico. (A) Pb18: A análise estatística (ANOVA) revelou variações extremamente 

significativas neste grupo (p<0,0001), enquanto que o Teste de Comparações Múltiplas de 

Bonferroni mostrou diferenças significantes no índice do timo nos dias 3, 5, 7, 14 e 28  pós-

inoculação, quando comparados com os animais controle. (B)Pb18UNICAMP: A análise estatística 

não revelou variações significativas neste grupo. Os valores apresentados representam a média 

do índice encontrado em 4 animais diferentes ±±±± o desvio padrão. (∗∗∗∗p< 0,05, ∗∗∗∗∗∗∗∗p<0,01, ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗p<0,001) 

 

 

A mesma diferença de resultados foi observada para o fígado. Nos animais 

infectados com Pb18, o peso do órgão aumentou de modo exponencial a partir do 3º 

dia de inoculação atingindo ao 7º dia o seu pico. A partir deste período o aumento 

hepático tornou-se menos pronunciado. Entretanto, até o final do período experimental, 

o peso do fígado manteve-se acima do observado nos animais controle (Figura 8A). Já 

os animais infectados com o isolado atípico Pb18UNICAMP não mostraram estas 

diferenças quando comparados com os respectivos controles (Figura 8B). 
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Figura 8: Índice hepático. (A) Pb18: A análise estatística (ANOVA) revelou variações significativas 

neste grupo (p=0,0003), enquanto que o Teste de Comparações Múltiplas de Bonferroni mostrou 

diferenças significantes no índice do fígado nos dias 7, 14 e 28 pós-inoculação, quando 

comparados com os animais controle. (B)Pb18UNICAMP: A análise estatística não revelou 

variações significativas neste grupo. Os valores apresentados representam a média do índice 

encontrado em 4 animais diferentes ±±±± o desvio padrão. (∗∗∗∗p<0,05, ∗∗∗∗∗∗∗∗p<0,01) 

 

Em relação ao baço as observações foram semelhantes às encontradas no 

fígado. Nos animais inoculados com Pb18 observou-se que o peso esplênico aumentou 

de modo exponencial a partir do 3º dia de infecção, atingindo ao 7º dia cerca de três 

vezes o encontrado em animais não infectados. A partir deste período o aumento deste 

órgão tornou-se menos pronunciado. Entretanto, ao final do período experimental, o 

peso do baço manteve-se acima do observado em animais controle (Figura 9A). Os 

resultados dos animais inoculados com Pb18UNICAMP mostraram novamente que as 

diferenças entre os pesos esplênicos dos animais infectados e controles não foram 

significativas (Figura 9B).  
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Figura 9: Índice esplênico. (A)Pb18: A análise estatística (ANOVA) revelou variações 

extremamente significativas neste grupo (p<0,0001), enquanto o Teste de Comparações Múltiplas 

de Bonferroni mostrou diferenças significantes no índice do baço observado no 7º, 14º e 28º dia 

pós-inoculação, quando comparados com os animais controle. (B)Pb18UNICAMP: A análise 

estatística não revelou variações significativas neste grupo. Os valores apresentados 

representam a média do índice encontrado em 4 animais diferentes ±±±± o desvio padrão. (∗∗∗∗∗∗∗∗p<0,01) 

 

 

4.2.2. Avaliação da celularidade do timo e baço: 

 

Semelhante ao observado no peso do timo, a infecção pelo P. brasiliensis levou 

a uma significativa redução no número de células presentes no timo apenas nos 

animais infectados com a cepa Pb18 (Figura 10). Nestes animais a celularidade do timo 

diminui já às 24 horas de infecção atingindo um pico de diminuição celular aos 3 dias 

pós-inoculação. A partir deste ponto o número de células aumenta novamente, 

entretanto, até o final do período experimental este número não atinge os valores 

observados nos animais controles. 
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Figura 10: Celularidade do timo. A análise estatística (ANOVA) revelou variações significativas 

neste grupo (p=0,0132), enquanto o Teste de Comparações Múltiplas de Bonferroni mostrou 

diminuição significante no 3º dia pós-inoculação nos animais inoculados com Pb18, quando 

comparado com os animais controle. Os valores apresentados representam a média do índice 

encontrado em 4 animais diferentes ±±±± o desvio padrão. (∗∗∗∗p<0,05) 

 
 

 Em relação ao número de células do baço os resultados obtidos também são 

semelhantes aos do peso deste órgão. Como pode ser observado na figura 11, o 

número de células do baço em animais inoculados com a cepa Pb18 foi 

significativamente maior do que o de animais controles principalmente aos 14 e 28 dias 

pós-infecção. Enquanto que em animais inoculados com a amostra Pb18UNICAMP não 

apresentaram alterações significativas no número de células do baço quando 

comparado com os animais controles. Através da comparação entre a celularidade no 

baço dos animais inoculados com as diferentes amostras mostrou que no 14o dia de 

infecção o aumento no número de células no baço dos animais inoculados com Pb18 

foi significativamente maior do que nos inoculados com a cepa Pb18UNICAMP.  
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Figura 11: Celularidade do baço. A análise estatística (ANOVA) revelou variações extremamente 

significativas neste grupo (p<0,0001), enquanto o Teste de Comparações Múltiplas de Bonferroni 

mostrou aumento significante no 14º e 28º dia pós-infecção nos animais inoculados com a cepa 

Pb18, quando comparados com os animais controle. Além disso, nota-se uma diferença 

significativa entre os dois grupos de animais infectados aos 14 dias de infecção. Os valores 

apresentados representam a média do índice encontrado em 4 animais diferentes ±±±± o desvio 

padrão. (∗∗∗∗p<0,05, ∗∗∗∗∗∗∗∗p<0,01, ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗p<0,001) 

 

 

4.2.3. Análise histopatológica: 

 

A análise histopatológica dos órgãos mostrou diferenças marcantes entre os 

animais inoculados com as diferentes amostras. 
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4.2.3.1. Timo: 

A análise histopatológica do timo mostrou que os animais inoculados com a 

amostra Pb18UNICAMP não apresentaram as alterações observadas nos animais 

inoculados com a cepa Pb18. 

Logo às 24 horas de infecção notou-se a presença de histiócitos nos dois 

grupos de animais infectados, entretanto, apesar de presentes no timo dos animais 

inoculados com o isolado atípico, estas células não se apresentavam em quantidade 

suficientemente grande para constituir um padrão de “céu estrelado” como 

observado nos animais infectados com a amostra Pb18 (Figura 12).  

Além disso, no timo dos animais inoculados com a cepa Pb18, notou-se a 

completa perda da delimitação corticomedular aos 3 dias pós-inoculação que se 

manteve até os 7 dias de infecção. Já os animais infectados com o isolado atípico 

não apresentaram esse tipo de alteração durante o período experimental (Figura 12). 

Outra diferença observada foi em relação à presença de infiltrado inflamatório 

sub-capsular (Figura 13). Nos animais inoculados com a amostra Pb18 foi possível 

observar a partir dos 3 dias de infecção a infiltração de neutrófilos, pequenos 

linfócitos, células mononucleares e alguns eosinófilos na região sub-capsular. Já nos 

animais inoculados com o Pb18UNICAMP não se notou a presença de infiltrado 

inflamatório neste órgão. 
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Figura 12: Fotomicrografia do timo. 3 dias após inoculação. (A) Pb18: É possível observar a 

perda da delimitação corticomedular e o padrão em “céu estrelado” caracterizado pela 

presença de muitas células, com núcleo picnótico, e de histiócitos. (B) Aumento maior da 

figura 12A destacando a presença de histiócitos ( ). (C) Pb18UNICAMP: Neste caso não há a 

perda da delimitação corticomedular e a região cortical apresenta poucas células com núcleo 

picnótico e histiócitos, formando um padrão em “céu estrelado” não tão evidente. (D) Aumento 

maior da figura 12C destacando a presença de histiócitos ( ). Coloração: H.E. Aumento: (A) e 

(C) 100x; (B) e (D) 1000x. 
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Figura 13: Fotomicrografia do timo, 5 dias após a inoculação. (A) Pb18: Nota-se a presença de 

infiltrado próximo à cápsula (∗∗∗∗) que persistiu até o final do período experimental. (B) 

Pb18UNICAMP: Não é possível observar a presença de infiltrado sub-capsular de células 

inflamatórias. Coloração: H.E. Aumento: 200x. 

 

 

 

Resultados anteriores obtidos no laboratório, utilizando a infecção experimental 

com Pb18 de camundongos BALB/c, descreveram que o P. brasiliensis era capaz de 

invadir o microambiente tímico. Neste trabalho observou-se também que o fungo era 

detectado no timo até os 60 dias de infecção (BRITO et al., 2003). 

Assim, para determinar se o isolado atípico também era capaz de invadir o 

microambiente tímico foi utilizada a técnica de imuno-histoquímica. Esta análise 

mostrou que o Pb18UNICAMP também é capaz de invadir o timo, entretanto, partículas 

fúngicas só foram detectadas até o 3o dia de infecção (Figura 14). 
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Figura 14: Fotomicrografia do timo de animais infectados com P18UNICAMP, 24 horas após a 

inoculação. Observe que a pseudo-hifa também é capaz de invadir o microambiente tímico (→→→→). 

Técnica: Imuno-histoquímica contra corada com Hematoxilina. Aumento: 400x. 

 

A análise, através da técnica TUNEL, para determinar o nível de apoptose no 

timo de animais infectados pelas amostras de P. brasiliensis também mostrou 

diferenças importantes entre as infecções.  

Nos animais infectados com a cepa Pb18 observou-se uma forte reação positiva 

principalmente na região cortical do timo, quando comparado com os animais controle 

(Figura 15). Um aumento na morte celular por apoptose nesta região foi detectado a 

partir do primeiro dia após a inoculação, atingindo um pico aos 5 dias de infecção. Após 

este período, os níveis de apoptose foram comparáveis ao observado nos animais 

controle.  

Já nos animais infectados com a amostra Pb18UNICAMP não foram 

observadas diferenças significativas no nível de apoptose entre estes e os animais 

controle (dados não documentados). 

 

→→→→ 
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Figura 15: Fotomicrografia do timo. (A) PBS. (B) Pb18 - 24 horas p.i. (C) Pb18 - 7 dias p.i. (D) 

Pb18 - 14 dias p.i. Note que há um aumento na morte celular por apoptose, entretanto, a partir 

dos 7 dias p.i. este processo já se encontra semelhante ao visto nos animais controle. Técnica: 

TUNEL. Aumento: 200x. 
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4.2.3.2. Fígado e Baço: 

 

Através da análise histopatógica do fígado foi possível observar que animais 

inoculados com a cepa virulenta Pb18 apresentavam, raramente, infiltrado inflamatório 

contendo muitos neutrófilos e macrófagos. Já nos animais inoculados com o isodado 

atípico Pb18UNICAMP em nenhum momento foi notado este tipo de lesão. (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Fotomicrografia do fígado, 5 dias após a inoculação. (A) Pb18: Observe a presença de 

infiltrado inflamatório no interior do órgão. (B) Pb18UNICAMP: Já os animais infectados com o 

isolado atípico nota-se o aspecto normal do órgão. Coloração: H.E. Aumento: 100x.  

 

 

A análise do baço também mostrou diferenças importantes na infecção causada 

pelos dois tipos de inoculo. Logo às 24 horas pós-inoculação da cepa Pb18, notou-se 

uma desorganização da estrutura desse órgão, com a perda da clara delimitação entre 

as polpas branca e vermelha. Além disso, observou-se a presença de muitos 

megacariócitos, especialmente na região próxima a cápsula. Já no baço dos animais 

inoculados com Pb18UNICAMP não foi possível notar a desorganização estrutural do 

A B



4. Resultados 

50 

órgão. Entretanto, a presença de vários megacariócitos também foi observada no baço 

desses animais. (Figura 17) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Fotomicrografia do baço, 3 dias após a inoculação. (A) Pb18: Observe a perda da 

delimitação entre as polpas branca e vermelha. (B) Pb18UNICAMP: Já os animais infectados 

com o isolado atípico apresentaram aspecto normal com clara delimitação entre as polpas do 

baço. (C) Pb18 e (D) Pb18UNICAMP: Note a presença de megacariócitos na região próximas à 

cápsula. Coloração: H.E. Aumento: (A) e (B) 100x; (C) e (D) 1000x. 
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4.2.3.3. Lesões de Disseminação: 

  

Tanto no baço quanto no fígado dos animais inoculados com as duas amostras 

de P. brasiliensis foram observadas lesões de disseminação. Entretanto, a evolução 

das lesões foi muito diferente durante a infecção com os dois tipos de amostra da cepa 

Pb18. 

 No início da infecção, os animais inoculados com Pb18 apresentavam tanto no 

baço quanto no fígado a presença de infiltrados compostos predominantemente por 

neutrófilos, além de eosinófilos, plasmócitos e alguns macrófagos e linfócitos 

envolvendo muitas partículas fúngicas. Esses infiltrados polimorfonucleares foram 

gradativamente substituídos por infiltrados mononucleares, que evoluíram para a 

formação de granulomas com muitas partículas fúngicas no seu interior, que puderam 

ser observados até o final do período experimental (Figura 18).    

 Já nos animais inoculados com Pb18UNICAMP, a evolução da lesão ocorreu de 

forma diferente. Às 24 horas pós-inoculação pôde-se observar um infiltrado intenso de 

neutrófilos e poucas partículas fúngicas envolvidas por estas células (Figura 18). Com o 

passar do tempo essas lesões tornaram-se mais organizadas, sendo possível notar 

também a presença de alguns macrófagos e linfócitos. Entretanto, até os 14 dias de 

infecção essas lesões eram constituídas predominantemente por neutrófilos. Aos 28 

dias pós-inoculação já não se detectava a presença das lesões. 
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Figura 18: Fotomicrografia das lesões de disseminação. (A), (C) e (E) Pb18; (B), (D) e (F) 

Pb18UNICAMP. (A) e (B) 24 horas; (C) e (D) 7 dias; (E) e (F) 28 dias pós-inoculação. Observe a 

evolução das lesões de disseminação. Nos animais infectados com a cepa selvagem Pb18 há o 

desenvolvimento de granulomas contendo muitas partículas fúngicas, já as lesões observadas 

nos animais infectados com o isolado atípico apresentavam uma alta concentração de 

neutrófilos e uma pequena quantidade de partículas fúngicas, evoluindo para a resolução aos 

28 dias de infecção. Coloração: H.E. Aumento: 200x. 
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4.2.4. Caracterização das populações de linfócitos T por citometria de fluxo: 

 

4.2.4.1. Timo: 
 

 As análises por citometria de fluxo também revelaram diferenças nas populações 

celulares presentes no timo dos animais infectados com os dois isolados. 

Nos animais inoculados com o Pb18 notou-se uma diminuição na subpopulação 

duplo positiva (CD4+CD8+) de timócitos, a partir do primeiro dia de infecção, com pico 

ao redor do 3o dia, e aumento da população duplo negativa (CD4-CD8-), também com 

pico aos 3 dias. Além disso, observou-se um aumento nas populações CD4-CD8+, aos 

3 e 7 dias pós infecção, e CD4+CD8- aos 3 dias (Figura 19).  

Já nos animais inoculados com Pb18UNICAMP não foi possível detectar 

nenhuma diferença significativa na porcentagem das diferentes subpopulações de 

timócitos quando comparado com os animais controle (Figura 19). 
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Figura 19: Citometria de fluxo dos timócitos. Os valores apresentados representam a média de 

células de 4 animais diferentes ±±±± o erro médio padrão. *p<0.05; **p<0.01 (Teste de Comparações 

Múltiplas de Dunnett). 

 

 

4.2.4.2. Baço: 

 

A análise da população de linfócitos T do baço mostrou nos animais inoculados 

com a cepa virulenta Pb 18 uma leve diminuição na porcentagem de células CD8+ aos 

14 dias pós-inoculação. Já nos animais inoculados com Pb18UNICAMP não foi possível 

detectar nenhuma diferença significativa na porcentagem da população linfocitária 

quando comparado com os animais controle. (Figura 20) 
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Figura 20: Citometria de fluxo dos esplenócitos. Os valores apresentados representam a média de 

células de 4 animais diferentes ±±±± o erro médio padrão. *p<0.05 (Teste de Comparações Múltiplas 

de Dunnett). 

 
 

4.3. Avaliação imunológica: 

 

4.3.1. Resposta de hipersensibilidade celular específica: 

  

 A avaliação da resposta de hipersensibilidade tardia específica para             

P. brasiliensis foi feita através do teste do coxim plantar (TCP), injetando-se 4 µg de 

antígeno específico (CFA obtido de Pb18) no coxim plantar posterior esquerdo de cada 
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animal, 24 horas antes do sacrifício. Foram considerados como parâmetros para a 

avaliação imunológica o aumento do volume da pata teste em relação à pata controle, 

inoculada com PBS estéril. 

Ao longo do período experimental, tanto nos animais inoculados com 

Pb18UNICAMP como com Pb18, não foi possível observar diferenças entre o volume 

das patas teste e controle (Figura 21).  

 

    

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Volume das patas de camundongos BALB/c infectados com P. brasiliensis 24 horas 

após o Teste do coxim plantar. (A) Pb18 e (B) Pb18UNICAMP. Os valores representam a média 

do volume das patas de 4 animais ± o erro padrão médio.                    

  

Apesar dos resultados não apontarem uma diferença no volume entre as patas, 

estes resultados não necessariamente indicam uma reação negativa do teste de 

hipersensibilidade celular tardia, uma vez que, este parâmetro, por ser uma medida 

indireta, não proporciona uma análise qualitativa das células que migram para o local da 

inoculação.  Assim, a análise histológica das patas foi realizada com o objetivo de se 

determinar se existia alguma diferença no padrão e na quantidade de células 

migratórias. Nos dois tipos de infecção observou-se a presença de um discreto infiltrado 
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inflamatório, entretanto, nenhuma diferença qualitativa entre os dois grupos foi 

observada (dados não documentados). 

 

4.3.2. Ensaio de proliferação celular: 

 

O ensaio de proliferação celular, utilizando o mitógeno ConA, mostrou que as 

células esplênicas derivadas de animais infectados apresentaram capacidade 

proliferativa mais reduzida que o grupo controle (Figura 22). Entretanto, nos animais 

inoculados com a cepa Pb18 observou-se uma diminuição significativa na proliferação 

das células do baço aos 28 dias após infecção, se comparada com o resultado obtido 

utilizando células de animais controle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Proliferação celular com o mitógeno ConA. A porcentagem de proliferação foi 

determinada comparando-se as culturas estimuladas com suas respectivas culturas sem 

estimulação. Os valores apresentados representam a média da porcentagem de proliferação de 

quatro amostras de células de 3 animais diferentes ±±±± o erro médio padrão. ∗∗∗∗p<0,05 (Teste de 

Comparações Múltiplas de Dunnett). 
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No ensaio utilizando antígenos específicos do P. brasiliensis (CFA) notou-se que 

as células obtidas de animais inoculados com a cepa virulenta Pb18 apresentaram 

capacidade de proliferação durante todo o período experimental com exceção do 28º 

dia de infecção. Já as células dos animais inoculados com Pb18UNICAMP tinham a sua 

capacidade proliferativa diminuída às 24 horas de infecção chegando, aos 3 e 5 dias 

pós-inoculação, a apresentar inibição desta resposta. A partir dos 7 dias de infecção a 

capacidade proliferativa tendeu a retornar aos níveis normais. (Figura 23) 

 

 

 

   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 23: Proliferação celular utilizando antígeno de P. brasiliensis. A porcentagem de 

proliferação foi determinada comparando-se as culturas estimuladas com suas respectivas 

culturas sem estimulação. Os valores apresentados representam a média da porcentagem de 

proliferação de quatro amostras de células de 3 animais diferentes ±±±± o erro médio padrão. ND: Não 

detectado. ∗∗∗∗p<0,05 (Teste de Comparações Múltiplas de Dunnett). 
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4.3.3. Avaliação da liberação de citocinas na infecção: 

 

4.3.3.1. Citocinas no soro: 

 

 Para determinar o padrão de citocinas produzidos durante a infecção, com as 

duas amostras do fungo, foi dosado no soro dos animais infectados ou não as 

concentrações de IL4, IFNγ e TNF.  

 Durante a infecção com Pb18UNICAMP o soro dos animais apresentaram um 

discreto aumento na concentração de IL4 com um pico aos 3 dias pós-inoculação e em 

seguida uma diminuição da mesma. Já nos animais inoculados com Pb18 observou-se 

uma leve diminuição às 24 horas de infecção. (Figura 24) 

Apesar da baixa concentração de TNF no soro dos animais infectados notou-se 

diferenças entre a cinética da concentração desta citocina durante a infecção com as 

duas amostras do fungo. Nos animais inoculados com Pb18UNICAMP observa-se um 

aumento na concentração do TNF nos 3 primeiros pontos da infecção para em seguida 

ocorrer uma diminuição da mesma. Já nos animais inoculados com a cepa virulenta 

Pb18 há um aumento o TNF sérico às 24 horas e em seguida uma diminuição. A partir 

dos 7 dias pós-inoculação a concentração desta citocina volta a subir até os 28 dias de 

infecção quando este aumento é estatisticamente significativo. (Figura 25) 

 

 

 

 



4. Resultados 

60 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: Concentração de IL 4 no soro de animais inoculados com P. brasiliensis. A análise 

estatística (ANOVA) revelou variações extremamente significativas neste grupo (p<0,0001), 

enquanto que o Teste de Comparações Múltiplas de Bonferroni mostrou diferenças significantes 

na concentração de IL4 aos 3 dias pós-inoculação nos animais inoculados com Pb18UNICAMP. 

Além disso, mostrou diferenças significativas entre as infecções no primeiro e terceiro dia de 

infecção. Os valores apresentados representam a média da concentração da citocina no soro de 3 

animais diferentes ±±±± o desvio padrão.  (∗∗∗∗p< 0,05, ∗∗∗∗∗∗∗∗p<0,01, ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗p<0,001) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: Concentração de TNF no soro de animais inoculados com P. brasiliensis. Não foi 

possível observar nenhuma alteração estatisticamente significativa desta citocina nestes animais. 

Os valores apresentados representam a média da concentração da citocina no soro de 3 animais 

diferentes ±±±± o desvio padrão. ND: Não detectado. 
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No caso do IFNγ não foi possível detectar esta citocina no soro dos animais 

inoculados tanto com Pb18UNICAMP quanto com Pb18. 

 

4.3.3.2. Citocinas no sobrenadante de cultura de baço: 

 

 A dosagem das citocinas no sobrenadante foi realizada tanto nas culturas 

estimuladas com o mitógeno ConA como nas estimuladas com antígenos específicos 

do P. brasiliensis (CFA). 

 Em sobrenadantes das culturas de células do baço, de animais inoculados com a 

cepa virulenta Pb18, estimuladas com ConA, notou-se a presença da IL4 em todo o 

período experimental, entretanto, sem nenhuma diferença estatística em relação ao 

controle. Já nas culturas de células de animais inoculados com Pb18UNICAMP, não foi 

possível detectar a presença da IL4 em vários pontos do período experimental como 

pode ser observado na figura 26A. Quando as culturas foram estimuladas com o 

antígeno específico CFA, a produção de IL4 foi sempre muito baixa em ambos os 

grupos experimentais ao longo de todo o período de observação (Figura 26).  

 A dosagem de TNF na cultura de células do baço de animais inoculados com 

Pb18 e estimuladas in vitro com ConA mostrou uma diminuição desta citocina às 24 

horas de infecção. A partir deste ponto a concentração volta a subir atingindo um pico 

de produção aos 5 dias pós-inoculação para, em seguida, diminuir novamente atingindo 

concentrações menores do que as detectadas nos animais controle. Já as culturas de 

células dos animais inoculados com o Pb18UNICAMP mostraram um aumento na 

concentração desta citocina, com pico em 5 dias pós-inoculação e, em seguida, uma 
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diminuição da mesma a níveis inferiores ao encontrado nos animais controles (Figura 

27).  

 Um comportamento oposto ocorreu quando esta citocina foi dosada em culturas 

de células de baço estimuladas com o antígeno específico CFA. Nos dois grupos nota-

se aumento desta citocina às 24 horas de infecção seguido de diminuição da mesma. A 

partir do 14o dia de infecção os níveis de TNF voltam a aumentar e atingem um novo 

pico aos 28 dias pós-inoculação (Figura 27). 

 No caso da dosagem de IFNγ nas culturas de baço estimuladas com o mitógeno 

observa-se, nos animais inoculados com Pb18, inicialmente, às 24 horas de infecção, 

que houve uma diminuição desta citocina no sobrenadante das culturas seguido de um 

aumento com pico em 5 dias de infecção. Em seguida a concentração de IFNγ retornou 

aos níveis normais. Já nos animais inoculados com isolado atípico, nota-se um 

aumento da concentração desta citocina às 24 horas de infecção seguida por uma 

diminuição aos 3 dias pós-inoculação. No 5o dia infecção observa-se um novo pico de 

aumento de IFNγ seguido, novamente da diminuição na concentração desta citocina 

(Figura 28). 

 As concentrações de IFNγ observadas nas culturas de células de baço 

estimuladas com o antígeno específico foram menores do que aquelas observadas nas 

culturas estimuladas com ConA. Além disso, notou-se nos dois grupos de infecção uma 

semelhança na cinética de produção do IFNγ e que as células coletadas nos 14o e 28o 

dias de infecção apresentaram concentrações de IFNγ significativamente maiores do 

que o controle (Figura 28). 
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Figura 26: Concentração de IL4 no sobrenadante de cultura de células do baço estimuladas. 

Independente do estímulo usado não foi possível detectar nenhuma alteração na concentração 

desta citocina quando comparado com o controle (tempo 0). Os valores apresentados 

representam a média da concentração da citocina no sobrenadante de cultura de células do baço 

de 3 animais diferentes ±±±± o desvio padrão. ND: Não detectado. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 27: Concentração de TNF no sobrenadante de cultura de células do baço estimuladas. A 

análise estatística (ANOVA) revelou variações significativas neste grupo (p<0.0001), enquanto que 

o Teste de Comparações Múltiplas de Dunnett mostrou diferenças significantes na concentração 

de TNF aos 5 dias pós-inoculação nas culturas de Pb18UNICAMP estimuladas com ConA. Além 

disso, nas culturas estimuladas com CFA observou-se diferenças significantes na concentração 

de TNF aos 1, 14 e 28 dias pós-inoculação. Os valores apresentados representam a média da 

concentração da citocina no sobrenadante de cultura de células do baço de 3 animais diferentes ±±±± 

o desvio padrão. (∗∗∗∗p<0,05; ∗∗∗∗∗∗∗∗p<0,01) 
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Figura 28: Concentração de IFNγγγγ no sobrenadante de cultura de células do baço estimuladas. Nas 

culturas estimuladas com o mitógeno ConA não foi possível detectar nenhuma alteração na 

concentração desta citocina quando comparado com o controle (tempo 0) independente da 

amostra fúngica inoculada. Já nas culturas estimuladas com CFA a análise estatística (ANOVA) 

revelou variações extremamente significativas neste grupo (p<0.0001), enquanto que o Teste de 

Comparações Múltiplas de Dunnett mostrou diferenças significativas na concentração de IFNγγγγ aos 

14 e 28 dias pós-inoculação. Os valores apresentados representam a média da concentração da 

citocina no sobrenadante de cultura de células do baço de 3 animais diferentes ±±±± o desvio padrão. 

ND: Não detectado. (∗∗∗∗p<0,05; ∗∗∗∗∗∗∗∗p<0,01) 

 

 

4.3.3.3. Citocinas no sobrenadante de cultura de timo: 

 

 A dosagem das citocinas induzidas pela ConA e pelo CFA também foi realizada 

no sobrenadante de culturas de células do timo de animais infectados com             

P. brasiliensis. 
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do timo de animais inoculados com isolado atípico esse aumento ocorreu aos 14 e 28 

dias de infecção. (Figura 29) 

 Nas culturas de células tímicas de animais inoculados com Pb18 e estimuladas 

in vitro com o antígeno CFA, não se observou nenhuma diferença significativa na 

concentração de IL4 ao longo da infecção. Já nas células provenientes de animais 

inoculados com Pb18UNICAMP a IL4 foi mais reduzida apenas no 7o dia de infecção. 

(Figura 29)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29: Concentração de IL4 no sobrenadante de cultura de células do timo estimuladas. A 

análise estatística (ANOVA) revelou variações extremamente significativas neste grupo (p<0.0001), 

enquanto que o Teste de Comparações Múltiplas de Dunnett mostrou diferenças significantes na 

concentração de IL4 nas culturas estimuladas com ConA às 24 horas (Pb18), 14 e 28 dias 

(Pb18UNICAMP) pós-inoculação. Já nas culturas estimuladas com CFA o Teste de Comparações 

Múltiplas de Dunnett mostrou diferenças significantes na concentração de IL4 apenas aos 7 dias 

pós-inoculação (Pb18UNICAMP). Os valores apresentados representam a média da concentração 

da citocina no sobrenadante de cultura de células do baço de 3 animais diferentes ±±±± o desvio 

padrão. ND: Não detectado. (∗∗∗∗p<0,05, ∗∗∗∗∗∗∗∗p<0,01) 

 

  

IL4 - ConA

-20
0

20
40
60
80

100
120
140

0 1 3 5 7 14 28

Tempo (dias)

C
o

n
ce

n
tr

aç
ão

 (
p

g
/m

l)

Pb18 Pb18UNICAMP

IL4 - CFA

-20

0

20

40

60
80

100
120

140

0 1 3 5 7 14 28

Tempo (dias)

C
o

n
ce

n
tr

aç
ão

 (
p

g
/m

l)

Pb18 Pb18UNICAMP

**
**

* ND 

** 

ND ND ND 



4. Resultados 

66 

Nas culturas de células do timo de animais inoculados com a cepa virulenta 

Pb18, estimuladas com ConA, não foi possível detectar a presença de TNF durante o 

período experimental. Já nas culturas de células do timo de animais inoculados com 

Pb18PH observou-se que a concentração de desta citocina diminuiu ao longo da 

infecção a ponto de não ser mais detectada a partir dos 7 dias de infecção. (Figura 30) 

Quando as culturas de células do timo, de ambos os grupos de animais, foram 

estimuladas com CFA, não foi possível estimar a concentração de TNF. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 30: Concentração de TNF no sobrenadante de cultura de células do timo estimuladas. A 

análise estatística (ANOVA) revelou variações significativas neste grupo (p=0.0096), enquanto que 

o Teste de Comparações Múltiplas de Dunnett mostrou diferenças significantes na concentração 

de TNF em todos os dias pós-inoculação. Os valores apresentados representam a média da 

concentração da citocina no sobrenadante de cultura de células do baço de 3 animais diferentes ±±±± 

o desvio padrão. ND: Não detectado. (∗∗∗∗p<0,05) 
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dia de infecção com a cepa virulenta Pb18, quando foi observado o seu aumento 

(Figura 31).  

Quando as culturas foram conduzidas na presença do antígeno específico de     

P. brasiliensis não foi possível detectar o IFNγ nos sobrenadante das culturas de células 

do timo dos dois grupos experimentais.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 31: Concentração de IFNγγγγ no sobrenadante de cultura de células do timo estimuladas. A 

análise estatística (ANOVA) revelou variações significativas neste grupo (p= 0.0217), enquanto 

que o Teste de Comparações Múltiplas de Dunnett mostrou diferenças significantes na 

concentração de IFNγγγγ  às 24 horas pós-inoculação. Os valores apresentados representam a média 

da concentração da citocina no sobrenadante de cultura de células do baço de 3 animais 

diferentes ±±±± o desvio padrão. (∗∗∗∗∗∗∗∗p<0,01) 

IFN - ConA

-50

0

50

100
150

200

250

300

350

0 1 3 5 7 14 28

Tempo (dias)

C
o

n
ce

n
tr

aç
ão

 (
p

g
/m

l)

Pb18PH Pb18UNICAMP

** 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5. DISCUSSÃO



5. Discussão 

69 

 Apesar da paracoccidioidomicose ter sido descrita pela primeira vez há quase 

cem anos por Aldolpho Lutz (LUTZ, 1908) e do grande desenvolvimento tecnológico 

ocorrido nos últimos tempos, muitas questões a respeito da biologia do P. brasiliensis e 

da sua relação com o hospedeiro permanecem ainda um mistério para os 

pesquisadores. 

 Para o estudo de muitos microrganismos e das suas relações com o sistema 

imune do hospedeiro uma das ferramentas bastante utilizada é o mutante. 

Normalmente estes mutantes são obtidos através do tratamento químico ou físico 

destes microrganismos ou através da descoberta de mutações espontâneas ocorridas 

em culturas mantidas em laboratórios. 

 Assim, tendo em vista a importância dos mutantes no entendimento de muitas 

infecções associado ao fato de termos, em nosso laboratório, observado a presença de 

uma amostra da cepa virulenta Pb18 com características atípicas, este trabalho 

procurou estudar a morfologia e a composição protéica, além da infecção e resposta 

imune com o objetivo de caracterizar parcialmente este isolado visando à obtenção de 

uma nova ferramenta para o estudo da paracoccidioidomicose e de seu agente causal. 

 Até o presente momento, a maioria dos relatos de isolados atípicos do             

P. brasiliensis descreve mutantes obtidos através do tratamento químico ou da 

manipulação de fatores nutricionais. Um componente químico capaz de induzir mutação 

no P. brasiliensis é o N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG). SAN-BLAS & 

CENTENO (1977), através do tratamento de leveduras da cepa Pb9 com o NTG, 

obtiveram cerca de setenta mutantes desta cepa. Já em relação à manipulação de 

componentes nutricionais, VILLAR e colaboradores (1988) demonstraram que a adição 
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de soro fetal bovino (FCS) às culturas da cepa ATCC 60885 (American Type Culture 

Collection no60885) de P. brasiliensis, mantidas em meio Agar-BHI (Brain-Heart-

Infusion), levava ao desenvolvimento de amostras capazes de manterem-se na forma 

de levedura a 21oC. Dentre estas amostras os autores isolaram uma que, mesmo sem a 

suplementação com FCS, permaneceu com as alterações obtidas e foi depositada na 

ATCC sob o número 64678.  

Entretanto, nem todos os mutantes de P. brasiliensis descritos foram isolados 

através de tratamento químico ou da manipulação de componentes nutricionais. Neste 

sentido, existem relatos que mostram a obtenção de isolados atípicos deste fungo a 

partir de pacientes. Um exemplo disto é uma cepa atípica, denominada 1430, isolada a 

partir de um paciente de 55 anos de idade, trabalhador rural e sofrendo de infecção 

crônica pelo P. brasiliensis, que se apresentava na forma de levedura mesmo a 

temperatura ambiente (HAHN et al., 2002). 

É interessante ressaltar que todos os mutantes supra citados têm em comum a 

característica de permanecer na forma de levedura mesmo a temperatura ambiente.  

Também foram relatados casos de isolados atípicos obtidos a partir de cultivo in 

vitro por longos períodos que apresentam formas variadas. Nesse sentindo, há 

descrições de várias cepas de P. brasiliensis, mantidas por longos períodos em óleo 

mineral, que haviam perdido a habilidade de infectar camundongos e de completar o 

processo dimórfico, permanecendo como formas transitórias como pseudo-hifas 

(MENDES DA SILVA et al., 1994; BORBA & SCHÄFFER, 2002; BORBA et al., 2005).  

De forma semelhante, o isolado atípico denominado Pb18UNICAMP,  derivado 

de uma amostra da cepa virulenta Pb18 mantida em nosso laboratório por alguns anos 
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através de passagens in vitro, apresenta-se exclusivamente em formas intermediárias 

de crescimento, tanto a 37oC quanto à temperatura ambiente. Vale destacar que esse 

isolado foi obtido sem nenhum tratamento químico específico e que a passagem por 

animal não foi capaz de modificar a sua forma de crescimento. Desde sua descoberta o 

isolado vem se mantendo sem alterações há cerca quatro anos no nosso laboratório. 

Tais resultados nos levam a crer que este isolado atípico muito provavelmente é um 

mutante morfológico espontâneo estável da cepa virulenta Pb18. 

Se relacionarmos as diferenças nos padrões de infecção com a morfologia 

apresentada pelo fungo pode-se supor que provavelmente a forma do fungo influencia 

no desenvolvimento da infecção pelo fungo.  

A infecção causada pelo Pb18 provocou alterações no peso e nas características 

morfológicas dos órgãos semelhantes às relatadas anteriormente em trabalhos do 

nosso laboratório (BRITO, 2001; SOUTO, 2002; BRITO et al., 2003). Naqueles estudos, 

a cepa virulenta Pb18 induziu atrofia tímica associada à hipertrofia do baço e fígado, 

além de várias alterações histológicas importantes nestes mesmos órgãos em 

camundongos BALB/c. Já os resultados obtidos com o isolado atípico Pb18UNICAMP 

mostram que esta amostra é capaz de induzir uma infecção mais branda, sem muitas 

das alterações relatadas para a cepa Pb18. 

Alguns trabalhos já correlacionam a morfologia de fungos com a severidade da 

infecção. FÈ D’OSTIANI et al. (2000), estudando a relação entre células dendríticas e 

as formas de Candida albicans, mostraram que, dependendo da forma em que o fungo 

se apresentava, havia a indução de uma resposta protetora ou danosa para o indivíduo. 

Por exemplo, as leveduras da      C. albicans estimularam células dendríticas a produzir 
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a IL12, uma citocina responsável pela diferenciação de resposta protetora do tipo Th1. 

Já hifas de      C. albicans inibiram a produção de IL12 pela célula dendrítica, levando a 

síntese de IL4 e, conseqüentemente, à diferenciação de uma resposta do tipo Th2 

relacionada ao desenvolvimento da doença. 

 No caso do P. brasiliensis, poucos relatos na literatura associam claramente a 

morfologia do fungo com a severidade da doença. BORBA e colaboradores (2005), 

estudando isolados mantidos in vitro desde 1925 e cultivados em meio submerso em 

óleo mineral, observaram desde a década de 40, que a inoculação intravenosa em 

camundongos BALB/c dessas amostras com alterações morfológicas não induzia 

lesões nos órgãos estudados e nem tão pouco esplenomegalia da mesma forma que as 

cepas típicas como a Pb18. Esses autores sugeriram que existe uma relação entre 

alterações morfológicas com a virulência do fungo. 

 Além da forma do fungo, um outro fator que pode, provavelmente, estar 

envolvido nas diferenças de infecção observadas neste trabalho é a composição da 

parede celular das duas amostras. A análise das proteínas de parede celular dos dois 

isolados mostrou que apenas a cepa Pb18 selvagem expressava proteínas com pesos 

moleculares de 32, 39, 50, 70, 90 kDa. Além disso, pôde-se notar que ambas 

expressavam uma proteína com peso molecular correspondente a gp43. Entretanto, o 

isolado Pb18UNICAMP apresentava uma menor expressão desta proteína quando 

comparado ao selvagem Pb18. Recentemente, GONZÁLEZ et al. (2005) purificaram e 

caracterizaram parcialmente uma proteína de 32 kDa presente tanto em leveduras 

como em micélios de P. brasiliensis. Neste estudo os autores mostraram que esta 

proteína não está associada a nenhum carboidrato não sendo, portanto, uma 
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glicoproteína. Além disso, a proteína foi capaz de interagir com diferentes proteínas 

componentes da matriz extracelular como a laminina, fibronectina e fibrinogênio, 

indicando uma possível participação da proteína de 32 kDa na aderência do fungo e, 

conseqüentemente, no desenvolvimento da doença. 

 Uma outra proteína importante do P. brasiliensis, que está ausente no 

Pb18UNICAMP, é a gp70, uma glicoproteína reconhecida por 96% dos soros de 

pacientes (MATTOS GROSSO et al., 2003). BENARD e colaboradores (1997), 

estudando a reposta linfoproliferativa de linfócitos frente aos dois principais antígenos 

de P. brasiliensis (gp43 e gp70), mostraram que gp70 induz uma resposta 

linfoproliferativa fraca. Além disso, a gp70 inibe a fagocitose, induzida via receptor de 

manose e receptor de porção Fc de imunoglobulina (FcR), e diminui a liberação tanto 

de óxido nítrico (NO) como de peróxido de hidrogênio (H2O2) (MATTOS GROSSO et al., 

2003). 

 Além das duas proteínas descritas acima, existe descrito na literatura uma outra 

proteína, a gp43, que é considerada como principal antígeno, reconhecido pela maior 

parte dos indivíduos com a paracoccidioidomicose (BLOTTA & CAMARGO, 1993), e um 

importante fator de virulência do P. brasiliensis. A gp 43 é uma glicoproteína que pode 

se apresentar de duas formas, ou como molécula de superfície celular ou como uma 

molécula liberada pelo fungo (PUCCIA el al., 1986; PUCCIA el al., 1991). Apesar do 

papel da gp43 não ser totalmente compreendido ela também é capaz de se ligar a 

laminina e parece ser importante para a adesão e invasão de células fúngicas em 

células hospedeiras (LOPES et al., 1994; HANNA et al., 2000). Além disso, esta 

molécula provavelmente funciona como um fator importante para evasão da resposta 
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imunológica do hospedeiro pelo P. brasiliensis como mostrado por FLÁVIA-POPI et al. 

(2002). Neste trabalho, os autores, através de ensaios utilizando gp43, macrófagos 

murinos peritoneais e o fungo, mostraram que esta glicoproteína, de forma semelhante 

a gp70, é capaz de inibir a fagocitose via receptor de manose e a liberação de NO por 

macrófagos estimulados. Recentemente, VIGNA et al. (2006) relataram a importância 

da gp43 para a formação do granuloma. Através de um modelo in vitro, desenvolvido 

pelo grupo, os autores sugerem que a gp43 possui um papel estimulatório importante 

para a formação do granuloma. 

  Além da baixa expressão de gp43 pelo Pb18UNICAMP, observada neste estudo, 

é interessante destacar que quando realizado o ensaio de immunoblotting, o pool de 

soro de pacientes não foi capaz de reconhecer a gp43 presente no isolado 

Pb18UNICAMP. Isto pode ter ocorrido, provavelmente, porque a gp43 expressa pelo 

mutante pode ser uma isoforma daquela encontrada no selvagem. 

Desta maneira, podemos supor que a ausência ou alterações estruturais das 

proteínas, envolvidas na interação com células hospedeiras, poderiam ser responsáveis 

pela doença mais branda observada nos animais inoculados com o isolado atípico 

Pb18UNICAMP. 

Além das proteínas presentes na parede celular do P. brasiliensis, há também 

açúcares envolvidos na virulência deste fungo. SAN-BLAS & SAN-BLAS (1977), 

estudando a estrutura da parede celular do P. brasiliensis, observaram que na forma 

micelial havia uma predominância de β-(1,3)-glucana enquanto que na forma de 

levedura o principal polissacarídeo presente na parede era a α-(1,3)-glucana. A β-(1,3)-

glucana é capaz de estimular respostas inflamatórias em sítios de infecção, como por 
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exemplo, os pulmões (BORGES-WALMSLEY et al., 2002). Em humanos como também 

em modelos animais da infecção, infiltrados de células polimorfonucleares e 

mononucleares são usualmente encontradas em sítios inflamatórios iniciais e também 

em lesões granulomatosas crônicas. Além disso, β-(1,3)-glucana está envolvida no 

aumento de níveis séricos de TNF, sendo que cepas de baixa virulência, como o 

Pb265, induzem níveis maiores de TNF no soro do que cepas virulentas, como o Pb18 

(HOGAN et al., 1996). Já em relação à α-(1,3)- glucana, estudos usando diferentes 

isolados sugerem que esta molécula protege o fungo de enzimas digestivas presentes 

em macrófagos e outros leucócitos (SAN-BLAS & SAN-BLAS, 1977). Ainda, SAN-BLAS 

(1982) sugeriu que fagócitos humanos poderiam produzir β-glucanase que seria capaz 

de digerir apenas a β-(1,3)-glucana presente na parede celular de formas miceliares. 

Desta forma, a transformação do fungo para a forma de levedura, no começo da 

infecção, poderia prevenir a ação de enzimas fagocíticas sobre o fungo, levando ao 

desenvolvimento da doença. 

Apesar de não termos estudado a presença e nem as concentrações destes 

açúcares, podemos especular que o fato do isolado atípico se apresentar em uma 

forma intermediária entre micélio e levedura, a relação entre α-(1,3)-glucana e da β-

(1,3)-glucana no Pb18UNICAMP pode ser diferente daquela observada no fungo 

selvagem Pb18. Assim, as diferenças na infecção causada por esses dois isolados 

observadas neste trabalho poderiam ser devidas à possíveis diferenças nos açúcares 

presentes nas paredes destas duas amostras. Estudos posteriores serão necessários 

para comprovar esta hipótese.    
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Um resultado interessante obtido no presente estudo foi à detecção do 

Pb18UNICAMP no timo. Em trabalho anterior desenvolvido por nosso grupo, BRITO et 

al. (2003), estudando alterações histopatológicas no timo de camundongos BALB/c 

inoculados com Pb18, mostraram que o P. brasiliensis é capaz de invadir o 

microambiente tímico, induzindo severa atrofia caracterizada pela diminuição do peso 

do órgão, degeneração da região cortical, perda da delimitação corticomedular, 

aumento no número de histiócitos, além da presença de infiltrado polimorfonuclear na 

região subcapsular. A presença do fungo no timo foi detectada por longo período, 

sendo encontrado até os 60 dias de infecção. Neste estudo, observamos que o isolado 

atípico Pb18UNICAMP também foi capaz de invadir o timo de camundongos BALB/c. 

Mas, diferentemente do fungo selvagem, o Pb18UNICAMP foi detectado apenas até o 

3º dia pós-inoculação. Além disso, a análise histopatológica do timo desses animais não 

mostrou as alterações observadas na infecção pelo Pb18.  

A infecção tímica pelo Pb18UNICAMP, caracterizada pela a permanência 

reduzida do patógeno e ausência de alterações marcantes neste órgão, pode ter 

ocorrido por causa de uma resposta rápida e eficiente das células tímicas frente à 

invasão pelo fungo. Provavelmente, esta resposta foi possível porque o timo contém, 

além de timócitos e células estruturais, células importantes envolvidas na resposta 

imune, como os macrófagos e plasmócitos (SUSTER & ROSAI, 1990). Além disso, 

podemos presumir que a eliminação mais rápida e eficiente do isolado atípico ocorreu 

graças às alterações morfológicas e de componentes da sua parede celular.  

Tudo isso nos leva a supor que a simples presença do fungo no timo não é 

responsável pela severidade do processo infeccioso. Entretanto, a sua longa 
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permanência nesse órgão pode ser fundamental para que o timo sofra alterações com 

perda de função. Neste sentido, BRITO (2005), avaliando a influência da virulência 

fúngica, da linhagem murina e de citocinas pró-inflamatórias na atrofia tímica observada 

durante a paracoccidioidomicose experimental, notou que leveduras da cepa Pb18 

penetravam no timo em maior número e permaneciam por um período mais longo que a 

cepa Pb265, considerada de baixa virulência. A partir deste achado a autora sugere a 

existência de ligação entre a capacidade de invasão e permanência neste órgão com os 

mecanismos de virulência do fungo.   

Um outro fato que chama a atenção na infecção causada pelo Pb18UNICAMP é 

a grande quantidade de neutrófilos presentes nas lesões dos animais inoculados com 

este isolado. Além da elevada quantidade de neutrófilos, observou-se também que as 

lesões causadas pelo isolado atípico se resolveram a partir do 28º dia de infecção. É 

bem documentado na literatura o papel importante dos neutrófilos na resolução de 

infecções fúngicas. No caso do P. brasiliensis, provavelmente, estas células ajudam a 

restringir a multiplicação do fungo, já que apresentam ação tanto fungicida quanto 

fungistática frente às leveduras do fungo (McEWEN et al., 1987; KURITA et al., 1999; 

DIAS et al., 2004). 

Todas as diferenças observadas com relação à morfologia e ao desenvolvimento 

da infecção por ambas as cepas nos levou a crer que existiam também diferenças na 

resposta imunológica induzida pelos isolados. Entretanto, os resultados obtidos aqui 

não foram conclusivos. Isso pode ter ocorrido por vários motivos, sendo um deles a 

metodologia empregada na linfoproliferação e na estimulação das células para a 

dosagem de citocinas. 
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Muitos pesquisadores descrevem que estimulação de células com antígenos 

específicos do fungo, muitas vezes, leva a uma resposta insatisfatória, atrapalhando a 

determinação precisa do status imunológico do organismo estudado. MAMONI (2005) 

relata em seu trabalho que, como não foi possível obter resultados satisfatórios com a 

estimulação das células com antígeno específico, foi utilizado estímulos inespecíficos 

como Fitohemaglutinina (PHA), Phorbol Meristate Acetate (PMA) mais ionomicina 

(ionóforo de cálcio), Lipopolissacarídeo (LPS) e anti-CD3 mais anti-CD28 foram 

utilizados. 

No presente estudo foi utilizado para os ensaios, de linfoproliferação e dosagem 

de citocinas no sobrenadante de culturas, tanto o estímulo por antígeno específico 

(CFA) como estímulo inespecífico (ConA).  

Na linfoproliferação, como mostrado nas figuras 24 e 25, independentemente do 

estímulo utilizado, os resultados foram inconclusivos e não mostraram diferenças entre 

os dois isolados. Entretanto, acreditávamos que mesmo sem diferenças na capacidade 

proliferativa poderia existir diferença no padrão de citocinas produzido pelos animais. 

Para tanto foram escolhidas as citocinas IFNγ e TNF, relacionados com uma resposta 

do tipo Th1, e IL4, que é uma das citocinas marcadoras da resposta do tipo Th2. 

Em modelos experimentais da paracoccidioidomicose, o IFNγ e TNF, envolvidos 

em respostas celulares, desempenham um papel importante na ativação de 

macrófagos, na formação de granulomas, na diferenciação de células epitelióides e na 

síntese de NO, promovendo um aumento na função microbicida dos macrófagos. Desta 

forma, estas citocinas possuem um papel importante na indução de resistência à 

infecção pelo P. brasiliensis (KARHAWI et al., 2000; SOUTO et al., 2000). 
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Contrariamente, a IL4, indutora e marcadora da resposta do tipo Th2, parece possuir 

uma função importante na gravidade da doença. PINA et al. (2004) mostraram que 

camundongos C57BL/6 deficientes em IL4 eram mais resistentes à infecção pelo P. 

brasiliensis do que os sem deficiência, apresentando menor contagem fúngica 

pulmonar e hepática, diminuição na produção de citocinas do tipo Th2, aumento na 

produção de IFNγ e granulomas menores e melhor organizados. 

No presente estudo, a dosagem de citocinas no sobrenadantes de cultura de 

células de baço e timo mostrou resultados contraditórios quando comparávamos o tipo 

de estímulo utilizado. Essa contradição foi mais marcante na dosagem de TNF no 

sobrenadante de cultura de células do baço. Como mostrado na figura 29, quando 

estimuladas com o mitógeno ConA, as células do baço, de ambos os grupos de 

animais, produziram uma quantidade aumentada desta citocina seguida de uma 

diminuição da mesma. Já quando utilizado como estímulo o antígeno específico do 

fungo (CFA) notou-se um quadro inverso na cinética de produção do TNF, com 

diminuição seguida de aumento na produção desta citocina. 

Além dos resultados contraditórios, é importante ressaltar que para um quadro 

mais claro sobre diferenças na indução da produção citocinas do tipo Th1 ou Th2, por 

infecções causadas pelo isolado atípico e seu selvagem, é necessário à detecção de 

um grupo maior de citocinas. As citocinas escolhidas aqui representam uma parte 

ínfima das citocinas produzidas durante uma resposta imune, não determinando 

completamente o padrão de resposta do tipo Th1 ou Th2. 

Assim, os resultados aqui obtidos tanto para a linfoproliferação como para a 

dosagem de citocinas nos sobrenadantes de cultura foram inconclusivos graças a 
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deficiências na metodologia empregada para a estimulação das culturas. Acreditamos 

que se utilizássemos, associado à cultura, células dendríticas ou mesmo outras células 

apresentadoras de antígenos (APCs), previamente estimuladas, poderíamos ter um 

sistema in vitro mais próximo do que ocorre in vivo. Além disso, outras metodologias, 

além do ELISA, devem ser empregadas para a obtenção de um resultado mais 

confiável.    

Todos os resultados apresentados neste trabalho apontam para o surgimento de 

um mutante morfológico espontâneo estável da cepa virulenta Pb18, que possui 

diferenças marcantes tanto na morfologia como em proteínas da parede celular. Um 

melhor conhecimento das propriedades biológicas deste mutante é necessário ainda 

para sua total caracterização. Entretanto a sua importância não deve ser descartada, 

uma vez que, os mutantes funcionam como valiosas ferramentas para o estudo de 

muitos microrganismos e de suas relações com o hospedeiro com o objetivo de 

aumentar o conhecimento do desenvolvimento de muitas doenças.   
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   Como base nos resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que o 

isolado atípico é um mutante espontâneo estável uma vez que surgiu no laboratório 

sem tratamento químico ou físico pré-determinado e se mantém sem alterações por 

cerca quatro anos. 

   Com este trabalho, conclui-se também que as diferenças observadas nas 

infecções causadas tanto pelo isolado atípico assim como pelo seu selvagem podem 

ter ocorrido graças a diferenças importantes na expressão de proteínas envolvidas na 

adesão, invasão e desenvolvimento da paracoccidioidomicose, além das diferenças 

morfológicas detectadas entre as amostras.  

   Em relação à evolução da infecção causada pelo P. brasiliensis pode-se 

concluir que a resposta imune inata possui, realmente, um papel importante na 

paracoccidioidomicose, uma vez que nos animais com doença mais branda havia uma 

quantidade maior de neutrófilos nas lesões de disseminação. Além disso, as 

alterações observadas no timo não são causadas pela simples invasão do órgão pelo 

patógeno. Provavelmente, o tempo de permanência do fungo no timo deve contribuir 

para a ocorrência destas alterações já que a cepa selvagem permanece por um 

período maior no órgão. 

   Desta maneira, apesar dos resultados da avaliação da resposta imune 

adaptativa serem inconclusivos e de serem necessários ainda outros estudos para o 

completo conhecimento do isolado mutante Pb18UNICAMP, este pode ser uma 

ferramenta útil para o estudo da biologia do fungo e sua relação com o hospedeiro. 
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1. Comparação morfológica e protéica dos dois isolados:

Crescimento  37 C Crescimento T 
Ambiente

Pb 18

(Isolado Selvagem)

Pb 18UNICAMP 

(Isolado Atípico)

SDS-PAGE
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ImmunoblottingReconhecimento 
Antigênico

Dosagem Protéica
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2. Estudo comparativo da infecção: 

Detecção do 
Pb18UNICAMP
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3. Avaliação imunológica:

Detecção de
Citocinas

ELISA

Teste do Coxim 
Plantar

Imunidade Celular 
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Timo SoroPata
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Cultura Celular 
(ConA/CFA)

Baço




























