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Resumo 

A adesão é conferida por uma classe de proteínas presentes na parede celular 

denominadas de adesinas. O conhecimento da composição da parede celular e dos 

componentes exocelulares dos fungos contribui para a identificação de ligantes 

capazes de mediar suas interações com tecidos do hospedeiro durante a infecção. O 

objetivo deste estudo foi investigar o papel da proteína CSP (cell surface protein) de 

Paracoccidioides spp. na interação fungo-hospedeiro. No trabalho foi produzido o 

anticorpo específico e avaliação da influência da CSP no processo de adesão, além 

deverificada as alterações no citoesqueleto celular causado pelo tratamento com a 

proteína recombinante. Com o uso do anticorpo anti-CSP, ensaios de inibição de 

adesão a diferentes componentes da matriz extracelular (MEC) (laminina, fibronectina, 

fibrinogênio e colágeno tipo I), foram realizados e significante inibição da adesão à 

fibronectina foi observado, nos indicando a importância desta proteína na adesão a 

esse componente da MEC. Também foi realizada a localização celular da proteína 

durante a interação de P. brasiliensis e P. lutzii com pneumócitos e com os 

componentes da MEC. Durante a interação das duas espécies com as estruturas do 

hospedeiro pudemos observar um aumento da expressão da proteína CSP em suas 

paredes celulares, o que reforça a ideia de sua participação no processo de adesão 

do fungo ao hospedeiro. A ação da proteína CSP no citoesqueleto de pneumócitos 

A549 foi avaliada através do ensaio com dois componentes do citoesqueleto: actina e 

microtúbulos. Os resultados mostraram alteração na distribuição característica da 

actina e dos microtúbulos quando tratada com a proteína CSP no tempo de 2 e 5h, 

além da perda da conformação normal do pneumócito, podendo dessa forma, 

favorecer a invasão do fungo à célula. Através do ensaio de TUNEL, foi verificado que 

a proteína CSP recombinante de Paracoccidoides spp. foi capaz de induzir a apoptose 

dos pneumócitos A549.Apesar de preliminar, o resultado apresentado mostra que a 

proteína CSP pode ser importante para interação do fungo com o hospedeiro e 

também para a evasão do sistema de defesa do hospedeiro. Complementando os 

dados, foi realizado ensaio utilizando o modelo alternativo Galleria mellonella para 

avaliar a importância da proteína CSP na virulência de P. brasiliensis e P. lutzii e os 

resultados nos mostraram que após o bloqueio desta proteína no fungo através do 

tratamento com o anticorpo anti-CSP, a sua virulência foi afetada reduzindo sua 

capacidade de matar as larvas de G. mellonella. Os resultados deste estudo 
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demonstram um grande avanço na caracterização da proteína CSP como um 

importante fator de virulência nos fungos do gênero Paracoccidioides. 

 

Palavras-chave: Paracoccidioides spp., adesina, adesão, proteína CSP, virulência. 
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1. Introdução 

1.1. Paracoccidiodomicose 

Descrita pela primeira vez por Adolfo Lutz em 1908, a paracoccidiodomicose 

(PCM) constitui uma micose sistêmica granulomatosa, geograficamente restrita à 

América Latina, sendo prevalente no Brasil. Possui como agentes etiológicos os 

fungos dimórficos do gênero Paracoccidioides: P. brasiliensis e P. lutzii.   

Estima-se que mais de 10 milhões de pessoas estejam infectadas pelo fungo, 

cuja forma sintomática se desenvolve apenas em 2% desse total (Mcewen et al., 1995). 

O diagnóstico e a real distribuição da PCM são prejudicados devido ao período de 

latência da doença e ao fato da notificação não ser obrigatória (Brummer et al., 1993).  

Quanto ao habitat natural do fungo, alguns autores sustentam a hipótese de se 

tratar do solo, devido a isolamentos feitos a partir de amostras de solo de diferentes 

locais como Brasil (Shome et al., 1963; Montenegro et al., 1996; Silva-Vergara et al., 

1998), Venezuela (De Albornoz, 1971) e Argentina (Negroni et al., 1976).  

Dessa forma, o trabalho com solo e plantações em áreas rurais podem ser 

considerados fatores de risco predisponentes para a aquisição da PCM, pois a 

infecção humana ocorre principalmente pela via respiratória, através da inalação de 

propágulos do micélio, como artroconídios pelo hospedeiro. Além disso, a maioria dos 

pacientes sintomáticos relata o exercício da atividade agrícola durante certo período 

da vida (Shikanai-Yasuda et al., 2006), sendo em sua maioria: adultos, trabalhadores 

de zonas rurais, imunodeprimidos e preferencialmente do sexo masculino (Franco, 

1987). Este último, pode ser explicado pelo fato do hormônio feminino, estrógeno, 

estar relacionado à supressão da conversão para a forma parasitária do fungo 

(Restrepo et al., 1984; Salazar e Restrepo, 1985; Aristizabal et al., 1998).  

Uma vez no organismo, o fungo pode ser completamente destruído ou então 
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persistir e se multiplicar, produzindo lesão tecidual. Nos alvéolos pulmonares, os 

conídios presentes na forma miceliar do fungo, sob o estímulo da temperatura 

corpórea, sofrem transição para a forma leveduriforme parasitária (Mcewen et al., 

1987). 

O estabelecimento e desenvolvimento da doença vão depender da interação 

de fatores relacionados ao fungo, como mecanismos de patogenicidade, virulência e 

composição antigênica, como também características genéticas e de imunidade do 

hospedeiro, além da relação com o meio ambiente, sendo, portanto, um evento 

complexo e dinâmico. (Calich et al., 1987; Calich et al., 1998). 

Indivíduos expostos a propágulos do fungo, em sua maioria, desenvolvem uma 

infecção assintomática, com lesões granulomatosas estabelecidas nos pulmões e 

linfonodos. Porém, o fungo pode também permanecer no estado latente e 

posteriormente disseminar para outros órgãos e tecidos, por meio das vias 

hematogênica e linfática (Franco et al., 1989).  

Em relação as manifestações clínicas, a PCM afeta o sistema retículo-

endotelial e pode se apresentar na forma: aguda, crônica e residual. Essas estão 

associadas a fatores relacionados com o parasita, como a virulência, sua habilidade 

em interagir com as estruturas superficiais do hospedeiro e invadi-las, a dimensão do 

inóculo, e com o estado imunológico e susceptibilidade genética à infecção do 

hospedeiro. O alcoolismo atua como co-fator juntamente com o tabagismo, agravando 

o quadro geral do paciente (Dos Santos et al., 2003; Restrepo et al., 2008).  

A forma aguda da micose, também chamada de juvenil por acometer 

principalmente crianças e jovens, e imunocomprometidos, é caracterizada pelo 

progresso rápido, envolvendo órgãos como fígado, baço, gânglios linfáticos e medula 

óssea. Constitui a forma mais grave e com pior prognóstico, com alta taxa de 
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mortalidade.  

A forma crônica tem alta frequência de envolvimento pulmonar e/ou 

mucocutâneo, desenvolvendo-se a partir do complexo primário ou da reativação de 

um foco quiescente, avançando de forma lenta, podendo se ausentar de 

manifestações clínicas por décadas. Afeta, em geral, adultos do sexo masculino com 

mais de 30 anos de idade, em que a maior parte dos casos inicia-se no trato 

respiratório inferior. Pode permanecer de forma unifocal ou multifocal (Brummer et al., 

1993; Felipe et al., 2003; Felipe, Torres, et al., 2005). Esta última, pode causar lesões 

granulomatosas no sistema nervoso central do paciente. Independente do órgão 

afetado, a doença evolui para a formação de sequelas com danos permanentes no 

indivíduo (Londero e Ramos, 1972; Londero e Severo, 1981; Brummer et al., 1993).  

A forma residual está relacionada com sequelas de lesões antigas provocadas 

pela doença, manifestando-se como uma insuficiência pulmonar crônica devido à 

fibrose, a mais grave (Franco et al., 1993; Abreu E Silva et al., 2013; Marques, 2013).  

O diagnóstico padrão constitui exame direto em fluidos biológicos, 

histopatológicos ou através do isolamento dos fungos de espécimes clínicas, em que 

se busca elementos fúngicos de P. brasiliensis, células como características com 

múltiplos brotamentos. Os exames imunológicos também são utilizados para 

diagnóstico quando não se encontra o fungo nos testes microscópicos, e como forma 

de monitoramento terapêutico. Dentre os exames, podem-se destacar as técnicas de 

imunodifusão e contraimunoeletroforese devido ao custo-especificidade, comparado 

ao imunoensaio enzimático (ELISA) de maior custo e reações cruzadas. Como exame 

comprobatório e de acompanhamento, utiliza-se usualmente imunoblotting, tendo 

como marcadores glicoproteínas de 43kDa e 70kDa (Mendes-Giannini et al., 1990; 

Puccia et al., 1991; Puccia e Travassos, 1991; Fraser et al., 1999; San-Blas et al., 
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2002; Ameen et al., 2010). 

A terapêutica é determinada por fatores como: severidade da doença, 

comprometimento do sistema imunológico do paciente e a disponibilidade do 

medicamento. Entre os medicamentos de escolha estão a combinação de 

sulfametaxol/trimetoprim, itraconazol, cetoconazol, fluconazol e anfotericina B 

(Marques Da Silva et al., 2003; Shikanai-Yasuda et al., 2006; Ramos-E-Silva e Saraiva, 

2008; Restrepo et al., 2008).  

Estágios leves e moderados da PCM tem como fármaco de escolha o 

itraconazol, e em casos mais agravados da doença, a anfotericina B. Devido ao custo 

mais acessível e a disponibilidade no sistema de saúde público, tem-se como opção 

amplamente utilizada a associação sulfametoxazol-trimetropim, embora apresente 

menor eficácia e exija um período de tratamento mais prolongado.  

As alternativas dentre as drogas utilizadas são limitadas, ressaltando-se a alta 

toxicidade da anfotericina B e a falta de adesão ao tratamento com itraconazol devido 

ao seu extenso período de tratamento. Além disso, pacientes imunodeprimidos ou 

com co-infecção, os quais apresentam problemas relacionados a interações 

medicamentosas e/ou efeitos adversos despertam a necessidade de novas 

alternativas terapêuticas, como prospecção de substâncias naturais com potencial 

antifúngico (Ghannoum e Rice, 1999; Krcmery, 2005; Shikanai-Yasuda et al., 2006; Di 

Santo, 2010; Marques, 2013). O abandono do tratamento acarreta em resistência ao 

tratamento, com o retorno da doença na forma mais agressiva e fatal.  

 

1.2. Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii. 

Em 1908, Adolpho Lutz relatou a primeira descrição da PCM, apresentando 

características do agente etiológico, sendo denominada Zymonema brasiliensis por 
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Splendore em 1912 e posteriormente, em 1930, ao ser comparada com Coccidioides 

immitis por Almeida, caracterizou-se o fungo como do gênero Paracoccidioides e da 

espécie brasiliensis. 

A classificação de P. brasiliensis com base nas análises filogenéticas, 

pertencente ao reino Fungi; divisão Eumycota; ordem Onygenales; família: 

Ajjelomycetaceae; formando um clado monofilético que inclui os gêneros Blastomyces, 

Emmonsia e Histoplasma (Untereiner et al., 2004).  

Atualmente, estudos filogenéticos dividem o gênero Paracoccidioides em duas 

espécies, denominadas: Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii. A 

primeira é dividida em quatro espécies filogenéticas S1, PS2, PS3 e PS4 (Teixeira et 

al, 2014), e a segunda é chamada de Pb01-like. A correta taxonomia molecular deste 

fungo tem aberto novas possibilidades para o estudo e o entendimento de suas 

relações ecoepidemiológicas com seus hospedeiros (Bagagli et al., 2006; Bagagli et 

al., 2008).  

Paracoccidioides spp. é considerado um fungo intracelular facultativo, 

apresenta dimorfismo, crescendo na fase miceliana (M) filamentosa multicelular, sob 

a forma de colônias cotonosas e esbranquiçadas, saprobiótica, em temperaturas de 

25º a 27ºC. Seus propágulos, uma vez inalados, na temperatura corpórea, podem 

sofrer diferenciação celular, assumindo forma leveduriforme (L), unicelular 

multinucleada, sob forma de células arredondadas, de parede dupla e brotamentos 

múltiplos característicos, constituindo a forma parasitária do fungo. Tal evento pode 

ser reproduzido in vitro, em meios enriquecidos a 37ºC (Lacaz et al., 1999; San-Blas 

et al., 2002) sendo a transição reversível para os dois estados (Franco, 1987). 

1.3. Fatores de virulência 

A virulência fúngica, evento altamente complexo resultante da expressão de 
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múltiplos genes em diferentes estágios da infecção, está relacionado à capacidade de 

aderência, habilidade do microrganismo em interagir com as estruturas do hospedeiro 

e invadi-las, e o consequente desenvolvimento de PCM (Kashino et al., 2000; 

Chiarella et al., 2007; Benard, 2008; Loures et al., 2011). 

A endocitose deste fungo ativa os microfilamentos e microtúbulos e induz 

apoptose (Mendes-Giannini et al., 2004; Del Vecchio et al., 2009; Silva et al., 2015). 

Fatores como o isolado fúngico e condições do hospedeiro possibilitam ao fungo o 

desenvolvimento de vários fenótipos (crescimento, invasão e metástase) o 

possibilitando aderir, extravasar e invadir barreiras impostas pelos tecidos do 

hospedeiro (Mendes-Giannini et al., 2000; Mendes-Giannini et al., 2004). 

Os agentes de micoses sistêmicas possuem alguns fatores que permitem seu 

crescimento em condições adversas do hospedeiro, os quais podem contribuir para o 

desenvolvimento da doença (Casadevall e Pirofski, 1999). O sucesso da colonização 

nos tecidos do hospedeiro pelo fungo é, portanto, um evento complexo, geralmente 

envolvendo um ligante codificado pelo patógeno e um receptor da célula. O 

microrganismo tem como opção três tipos de componentes do hospedeiro, com os 

quais pode interagir: os produtos secretados pela célula, a superfície celular 

hospedeira ou as proteínas da matriz extracelular (MEC) colágenos tipos I e IV, 

fibronectina e laminina (Andreotti, 2006). O entendimento e identificação de moléculas 

envolvidas na adesão de microrganismos a diferentes substratos no hospedeiro é um 

dos caminhos a serem seguidos na descoberta de tratamentos eficientes para as 

micoses sistêmicas.  

A adesão é conferida por uma classe de proteínas presente na parede celular 

do fungo, denominadas adesinas. O conhecimento da composição da parede celular 

e dos componentes exocelulares do fungo contribui para a identificação de ligantes 
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na superfície celular do patógeno. Estes componentes podem funcionar como 

adesinas capazes de mediar interações do fungo com tecidos do hospedeiro durante 

a infecção (Silva, 2008). Além do seu papel na fixação na célula hospedeira e também 

no acasalamento, as adesinas fúngicas são implicadas em várias outras funções 

como a agregação social, formação de biofilme sobre os tecidos, em prótese médica 

e cateteres e nas interações com outros micróbios (Nobile et al., 2008). A formação 

de biofilme contribui para a resistência às drogas e aumento da persistência da 

infecção. Diferenças na adesão são responsáveis pela maior 

virulência/patogenicidade entre isolados (Andreotti et al., 2005; Mendes-Giannini et al., 

2006). A variabilidade fenotípica e a plasticidade das adesinas as colocam como um 

mecanismo de defesa dos fungos, permitindo-lhes alterar suas propriedades de 

adesão, em resposta a diferentes ambientes (Ramana e Gupta, 2010). 

Alguns receptores fúngicos envolvidos na interação com a MEC foram 

identificados em nível molecular (Klotz et al., 1993; Bromley e Donaldson, 1996; Gil et 

al., 1996; Gaur e Klotz, 1997; López-Ribot et al., 1999). Moléculas com características 

de ligantes da matriz extracelular foram descritas para Candida albicans (Bouchara et 

al., 1990; López-Ribot e Chaffin, 1994; Sakata et al., 1999), Aspergillus fumigatus 

(Tronchin et al., 1993), Histoplasma capsulatum (Mcmahon et al., 1995), P. brasiliensis 

(Vicentini et al., 1994; Hanna et al., 2000; Andreotti et al., 2005; González et al., 2005; 

Barbosa et al., 2006) e Penicillium marneffei (Hamilton et al., 1998). 

A glicoproteína de 43 kDa, ligante de laminina e fibronectina, tem papel na 

adesão (Vicentini et al., 1994; Mendes-Giannini et al., 2006). Fato este confirmado 

desde que o soro anti-gp 43 inibiu o processo de adesão em 85% (Hanna et al., 2000). 

Mas provavelmente, outros componentes do fungo tenham papel do processo de 

adesão (Mendes-Giannini et al., 2000). Andreotti (2005) isolou uma adesina de 30 kDa 
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de P. brasiliensis, com capacidade de ligação à laminina, com maior expressão num 

isolado de P. brasiliensis que apresentava alta capacidade de adesão, sendo 

caracterizada como pertencente à família 14-3-3. P. brasiliensis também apresenta 

em sua superfície celular duas proteínas de 19 e 32-kDa, detectados em ambas 

formas (M/L) que se ligam à três proteínas da MEC: laminina, fibronectina e 

fibrinogênio (González et al., 2005). A proteína gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

(GAPDH), recombinante de P. brasiliensis, foi capaz de se ligar à laminina, colágeno 

I e fibronectina. O tratamento de formas leveduriformes de P. brasiliensis com anti-

GAPDH e de pneumócitos com GAPDH recombinante promoveu a inibição da 

infecção do fungo às células epiteliais (Barbosa et al., 2006). Coltri et al.(2006) e 

Ganiko et al. (2007) descreveram a paracoccina, uma lecitina ligante de N-acetil-

glucosamina de P. brasiliensis. Pereira et al. (2007) descreveram a triosefosfato 

isomerase de P. brasiliensis que se liga preferencialmente à laminina, determinada 

por ensaios de inibição. Donofrio et al (2009) descreveram a proteína enolase como 

uma adesina de P. brasiliensis ligante de fibronectina, além disso, Marcos et al. (2012)  

mais uma vez demonstraram que a enolase se liga à diferentes componentes da MEC 

avaliados no estudo e também verificaram que a enolase é expressa em níveis 

elevados na parede celular do fungo, contribuindo assim na adesão do patógeno ao 

hospedeiro. Da Silva Neto et al. (2009) demonstraram que a proteína malato sintetase 

de superfície de P. brasiliensis, ligante de fibronectina e colágenos tipo I e IV, contribui 

para a adesão do fungo, comportando-se como uma adesina. Em outro estudo com 

esta mesma adesina, De Oliveira et al. (2013) demonstraram que a proteína malato 

sintetase de Paracoccidioides interage com proteínas de diferentes categorias 

moleculares como transporte celular, biossíntese de proteínas, modificação e 

degradação de proteínas e transdução de sinal sugerindo que esta proteína 
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desempenha diferentes papéis na célula fúngica. 

 Os fungos do gênero Paracoccidioides possuem uma grande diversidade de 

moléculas, das mais distintas origens e funções, que atuam como moléculas de vital 

importância para a sobrevivência do fungo quando em contato com o hospedeiro, 

permitindo assim que o fungo se proteja e se defenda do ambiente hostil que deve 

enfrentar para se estabelecer e se disseminar pelo organismo do hospedeiro. Por 

conta desta grande variedade, distintas moléculas usadas pelo fungo durante essa 

interação, ainda são pouco conhecidas e esforços na caracterização de novas 

moléculas devem ser realizados a fim de conhecer todo o arsenal utilizado pelo 

patógeno e delinear novas terapêuticas e melhorar o diagnóstico. Esta problemática 

se agrava com as recentes descobertas acerca do gênero Paracoccidioides que agora 

é composto por duas espécies, sendo uma delas divididas em quatro espécies 

filogenéticas, tal diversidade também se reflete nas estratégias adotadas pelo 

patógeno para o estabelecimento da infecção. 

Muitos genes foram descritos como prováveis envolvidos na sobrevivência de 

Paracoccidioides spp. no hospedeiro. Entre estes, há aqueles que codificam para 

proteínas essenciais para a vida do fungo, assim como aqueles envolvidos na 

interação com seu hospedeiro, caracterizando o fenótipo patogênico (Felipe, Andrade, 

et al., 2005; Bailão et al., 2006; Bastos et al., 2007). Os avanços na caracterização de 

adesinas de P. brasiliensis têm sido obtidos com os estudos de transcriptoma (Felipe 

et al., 2003; Felipe, Torres, et al., 2005; Oliveira, 2010).  

 Oliveira (2010) utilizando de técnicas de transcriptoma (Representational 

Difference Analysis - RDA) e de proteômica fez um estudo onde buscou identificar 

genes e proteínas diferencialmente expressas durante a interação de P. lutzii Pb01 

com os componentes da matriz extracelular (MEC) laminina, fibronectina, colágeno 



28 

 

tipo I e colágeno tipo IV quando em situação de depleção de metais de ferro e cobre 

mimetizando as condições de privação destes micronutrientes que o patógeno 

encontra durante sua interação com o hospedeiro. Os resultados deste estudo 

demonstraram o grande arsenal utilizado pelo fungo para aderir aos componentes da 

MEC, sendo identificadas proteínas conhecidamente utilizadas pelo fungo como 

Enolase, 14-3-3, Malato sintase, Frutose bifosfato aldolase, GAPDH, além de 

proteínas que ainda não tiveram sua função descrita na interação com P. brasiliensis. 

Dentre estas proteínas com seu papel na interação ainda não identificada está a Cell 

surface protein de Aspergillus flavus (CSP) que têm papel importante já descrito na 

virulência de outros patógenos. 

 A CSP é uma proteína de superfície celular de Aspergillus flavus (CS protein) 

possui homologia com uma proteína hipotética identificada no genoma de P. 

brasiliensis e P. lutzii. Pela sua localização celular julgamos ser uma proteína 

interessante para o estudo, pois pode estar envolvida na interação de Paracocidioides 

spp. com o hospedeiro. 

  Neste sentido, nosso grupo (Oliveira, 2014) produziu a proteína CSP 

recombinante em sistema heterólogo utilizando a bactéria Escherichia coli e após a 

purificação a utilizou em testes para avaliar o papel desta proteína na adesão de 

Paracoccidioides spp. à cultura celular e a componentes da matriz extracelular. Ao 

tratar cultura de pneumócitos A549 com a proteína recombinante foi observada que 

esta inibiu em torno de 15% a adesão, mostrando assim que a proteína CSP 

recombinante foi capaz de inibir a adesão do fungo aos pneumócitos A549. Este 

resultado mostra que esta proteína pode ser caracterizada como uma das moléculas 

utilizadas pelo fungo para aderir ao hospedeiro. Além disso, o tratamento dos 

diferentes componentes da matriz extracelular com a proteína CSP levou a inibição 
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da adesão de P. lutzii significante frente a todos os componentes da MEC quando 

comparada com a inibição da adesão de P. brasiliensis. Os resultados mostram uma 

maior inibição da adesão de P. lutzii aos componentes laminina (23%), fibronectina 

(17%) e colágeno I (aproximadamente 16%). A inibição da adesão desta espécie aos 

componentes da MEC, laminina e fibronectina já eram esperados, visto que a primeira 

vez que esta proteína foi descrita por Oliveira et al. (2010), foi durante estudo de 

transcriptoma do fungo P. lutzii onde o gene correspondente a essa proteína foi 

expresso durante o contato do fungo com estes dois componentes da MEC. Para P. 

brasiliensis não foi observada uma inibição da adesão significante, sendo que a 

inibição para todas as matrizes estudadas ficou em torno de 5%. Estes resultados nos 

mostram que a CSP de P. brasiliensis pode apresentar alvos diferentes na MEC do 

hospedeiro, em relação aos componentes avaliados no estudo. Sendo importante 

também como descrição das adesinas para P. lutzii, aumentando assim nosso 

conhecimento sobre o arsenal molecular utilizado por esta espécie durante sua 

interação com o hospedeiro. Outro aspecto desenvolvido em nosso laboratório diz 

respeito à avaliação in vivo empregando modelos alternativos que minimizam o uso 

de animais. Nesse sentido o emprego do modelo Galleria mellonella tem dado 

resultados bastante importantes (Scorzoni et al., 2013; Oliveira, 2014). 

 Assim, um estudo mais aprofundado se faz necessário e para tanto a produção 

de anticorpo contra essa proteína e a avaliação da influência desta no processo 

adesivo de Paracoccidioides spp. é de grande importância, sendo esse conhecimento 

necessário para a caracterização desta proteína como uma adesina. 

Neste sentido, este trabalho tem como objetivos a avaliação do papel da CSP 

de P. brasiliensis e P. lutzii na interação fungo-hospedeiro e sua contribuição para a 

virulência, sendo para isso determinados os seguintes objetivos específicos: 
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 Produção de anticorpo policlonal anti-CSP de Paracoccidioides spp.; 

 Avaliar a capacidade do anticorpo produzido de inibir a interação do 

fungo com pneumócitos A549 e com os componentes da matriz 

extracelular, laminina, fibronectina, fibrinogênio e colágeno tipo I. 

 Realizar o teste de imunofluorescência para verificação da localização 

da CSP durante a interação fungo-célula e alterações no citoesqueleto 

celular causado pelo tratamento com a proteína recombinante CSP; 

 Confirmação da localização celular da CSP através de microscopia 

eletrônica – Immunogold; 

 Avaliar a influência da proteína CSP na virulência de Paracoccidioides 

spp. in vivo utilizando G. mellonella como modelo.  

2. Desenvolvimento 

2.1. Materiais e métodos 

2.1.1. Microrganismo e condições de cultivo 

 Foi utilizado o isolado 18 de P. brasiliensis (Pb) e isolado de 01 de P. lutzii na 

fase leveduriforme, procedente da micoteca da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo (FM-USP). Os isolados de Pb18 e 01 foram mantidos, 

durante a realização deste trabalho em meio Fava Netto (0,3% proteose peptona; 1% 

neopeptona; 0,5% extrato de carne; 0,5% extrato de levedura; 0,5% cloreto de sódio; 

4% dextrose; 1,8% ágar bacteriológico), a 35°C e repicados a cada 7 dias. Antes dos 

experimentos os fungos foram transferidos para meio BHI (Brain Heart Infusion 

medium) líquido e cultivado por 4 dias a 35ºC sob agitação (200 rpm). 
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2.1.2. Produção de soro policlonal anti-CSP de Paracoccidioides spp.  

  Para a produção de soro policlonal anti-CSP de Paracoccidioides spp. foram 

realizadas oito inoculações (1,0 mg/mL) via intradérmica intercaladas a cada 7 dias 

da proteína CSP recombinante obtida anteriormente por Oliveira (2014) em coelhos 

machos albinos provenientes do Biotério Central da UNESP-Botucatu, conforme 

esquema abaixo. 

 

Figura 1. Esquema representativo da produção do anticorpo policlonal anti-CSP de 

Paracoccidioides spp. Esquema adaptado de Silva (2011). 

 

A primeira suspensão foi emulsificada com adjuvante completo de Freund e 

nas seguintes com o adjuvante incompleto de Freund. Após 15 dias da última 

inoculação, realizou-se a sangria de prova e a avaliação do título de anticorpos 

produzidos através da técnica de Imunoblot, e em seguida, a sangria total foi efetuada. 

 Precipitou-se com sulfato de amônio 1,56 M, pH 6,5, a fração do soro rica em 
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imunoglobulinas. O soro foi diluído 1:2 em PBS, e colocado em banho de gelo sobre 

um agitador magnético, adicionando-se o mesmo volume de sulfato de amônio 

saturado gota a gota. O soro foi incubado overnight a 4°C. O sedimento formado foi 

ressuspendido e posteriormente centrifugado a 850xg por 30 minutos a 4°C. 

Armazenou-se o sobrenadante para nova precipitação, e o sedimento formado foi 

ressuspendido em sulfato de amônio 40%, e centrifugado novamente. Após 

centrifugação, o sobrenadante formado foi descartado e o sedimento ressuspendido 

em PBS na metade do volume do soro, e dialisado em PBS overnight a 4°C. O título 

do soro foi novamente avaliado por Imunoblot, aliquotado e estocado a -70°C. 

 

2.1.3. Preparo dos extratos protéicos de Paracoccidioides spp.  

Os cultivos de P. brasiliensis e P. lutzii foram centrifugados e lavados de 3 a 5 

vezes com água gelada para a retirada do meio de cultura. Foram acrescidos aos 

pellets foi acrescido solução 10 mM Tris – HCl, um mix de inibidores de proteases 

(1mg/mL de pepstatina, leupeptina, antipain, aprotinina e chymiostatin) e 100 mM de 

PMSF, depois disso, os pellets foram macerados com nitrogênio líquido. Estes 

macerados foram recolhidos acrescidos de pérolas de vidro e levados ao vórtex por 

30 minutos, a seguir foram centrifugados por 45 minutos 13.000 xg e o sobrenadante 

foi recolhido. A concentração protéica dos extratos foi quantificada pelo método de 

Bradford (BioRad) e em seguida as amostras foram avaliadas por SDSPAGE, 

conforme descrito no item 2.1.4.. 
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2.1.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS-

PAGE)  

Separou-se por SDS-PAGE, os componentes proteicos dos extratos de P. 

brasiliensis e P. lutzii, segundo Laemmli (1970) e Studier (1973). Os componentes 

foram separados em gel de corrida a 10%, e em gel de empilhamento a 5% de 

acrilamida, preparados a partir de solução estoque contendo 30% por massa de 

acrilamida e 0,8% por massa de bis-acrilamida. Para polimerização do gel de 

separação utilizou-se solução contendo 1,5 M de Tris-ácido clorídrico (HCl), pH 8,8 e 

0,4% de SDS, em presença de 0,1% v/v de N,N,N´,N´-tetrametil-42 etilenodiamina 

(TEMED) e 0,1% de persulfato de amônio (APS). Quanto ao gel de empilhamento, a 

polimerização se deu a partir da solução de 0,5 M de Tris-HCl pH 6,8 e 0,4% de SDS, 

além de 0,1% de persulfato de amônio e 0,05% v/v de TEMED. As amostras foram 

preparadas empregando 64μL de extrato protéico diluído em tampão de amostra (1:5), 

constituído de 62,5% de Tris-HCl [tris (hidroxi-metil) aminometano] pH 6,8 2% de SDS, 

10% de glicerol, 0,5 M de dititreitol e 0,002% de azul de bromofenol. Posteriormente, 

foram aquecidas em banho Maria, com água fervente por 3 minutos, para dissociação. 

Para cada corrida eletroforética, uma mistura de proteínas de peso molecular 

conhecido foi utilizada para calcular, a partir da análise da migração destes padrões, 

os pesos moleculares das proteínas. Até que o tampão de amostra penetrasse no gel 

de separação, a corrida eletroforética foi realizada a 10 mA (80V) e a 20 mA (120V) 

até o término do gel. O tampão de corrida é constituído de Tris 0,075 M, glicina 0,57 

M e SDS 0,1%, pH8,3. Utilizou-se Comassie Azul Brilhante G-250, para corar os géis, 

segundo Neuhoff et al. (1988). 
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2.1.5. Imunoblot (Avaliação do título dos anti-soros) 

A proteína CSP recombinante purificada foi submetida à SDS-PAGE e 

transferida eletroforeticamente do gel para membrana de nitrocelulose. Após a 

eletroforese, colocou-se os géis sobre membranas de nitrocelulose, recobertos com 

papel de filtro e comprimidos com esponjas de poliuretano, previamente submersos 

em tampão de transferência bicarbonato de sódio e metanol, pH 9.9, e em seguida, 

encaixados em placas acrílicas perfuradas e mergulhados na câmara de transferência 

contendo o mesmo tampão. A transferência foi realizada overnight à amperagem 

constante de 0,4mA.  

 A membrana foi corada por Ponceau S (0,5% w/v em 5% v/v de ácido acético) 

para a localização das bandas proteicas transferidas e lavadas por 15 minutos. 

 Cortou-se em tiras as membranas de nitrocelulose contendo os antígenos, 

sendo posteriormente incubadas com solução bloqueadora (5% de leite desnatado 

em PBS) por 4 horas. Diluiu-se o soro policlonal anti-CSP em solução de bloqueio 

(1:100; 1:500; 1:1000) para aplicação sobre a membrana contendo a proteína CSP 

recombinante. Como controle foi utilizado soro do coelho não imunizado (1:100 em 

solução de bloqueio). Após a adição do soro policlonal anti-CSP e o controle em suas 

respectivas diluições sobre as membranas cortadas, estas foram colocadas sob 

agitação, overnight em temperatura ambiente. Após esta incubação, as tiras foram 

lavadas por 3 vezes com PBS-Tween 0,05%. Após as lavagens, as tiras foram 

incubadas por 2 horas, com conjugado imunoenzimático soro anti-IgG de coelho 

conjugado com peroxidase (SIGMA) no título de 1:2000. Realizou-se então novo ciclo 

de lavagens para retirada do excesso de conjugado. Para revelação dos complexos 

antígeno-anticorpo formados com o substrato cromógeno, adicionou-se ás tiras 

solução reveladora contendo 0,012 g de diaminobenzidina (DAB-SIGMA) diluída em 
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20 mL de PBS acrescido de 200 μL de água oxigenada. Em seguida, a reação foi 

bloqueada com água destilada. 

Como controle de reatividade foi utilizado soro do coelho não imunizado (1:100 

em solução de bloqueio). 

 Além da titulação do anticorpo, o imunoblot também foi utilizado para detectar 

a proteína CSP em extratos totais proteicos de P. brasiliensis e P. lutzii, sendo para 

isso utilizado o anticorpo anti-CSP nos títulos 1:500, 1:1000.  

 A mesma técnica também foi utilizada para a detecção da proteína CSP no 

sobrenadante de cultura de Paracoccidoides spp. afim de detectar se a proteína é 

secretada para o meio extracelular. Para tanto, o anticorpo anti-CSP foi utilizado no 

título de 1:100. 

2.1.6. Cultura Celular 

 Neste estudo foram utilizadas 3 linhagens celulares diferentes: pneumócitos 

A549, pneumócitos MRC-5 e hepatócitos Hep-G2.  

 

2.1.6.1. Cultivo Contínuo e Tripsinização  

 O cultivo contínuo da linhagem de células ocorreu em garrafas de plástico 

estéreis, em meio F-12 Nutrient Mixture (HAM-F12), para A549 e meio DEMEN, para 

Hep-G2 e MRC-5, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF), sendo mantida 

em estufa a 36,5oC com 5% de CO2. Decorridos 3-4 dias, as garrafas de células foram 

tripsinizadas, lavando-se a monocamada celular formada com 1mL de ATV-solução 

de tripsina 0,2% e EDTA 0,02% (Adolfo Lutz) e, em seguida, esta foi desprezada e 

acrescentado mais 1mL de ATV. Seguidos 1-2 minutos, homogeneizaram-se as 

células com volumes variáveis de meio (HAM F12 ou DMEN) acrescido de 10% de 



36 

 

SFB, para neutralização da tripsina (ATV). O volume total da suspensão celular obtido 

foi diluído em meio (HAM F12 ou DEMEN) acrescido de 10% de SBF e transferido 

para outras garrafas, de modo a se obter uma concentração de 106 células/mL.  

 

2.1.7. Citotoxicidade da proteína CSP recombinante em diferentes linhagens 

celulares 

 A citotoxicidade da proteína CSP recombinante foi testada frente a 3 linhagens 

celulares: A549, Hep-G2 e MRC-5. A citotoxicidade foi testada nas seguintes 

concentrações da proteína recombinante: 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,53, 0,78, 0,39, 

0,19 e 0,09µg/mL, sendo as diluições da proteína realizada em meio de cultura de 

acordo com o tipo celular (item 2.1.6.1). O ensaio foi feito em placa de cultura de 96 

poços sendo que em cada poço foi adicionado 105 células das diferentes linhagens 

testadas. A proteína foi deixada em contato com as células por 24 horas incubadas a 

37°C 5% CO2. Após o tempo de incubação a viabilidade foi verificada utilizando-se o 

indicador de viabilidade alamarBlue® (Life Technologies), sendo realizada leitura 

espectrofotométrica a 590nm. 

 

2.1.8. Imunofluorescência para avaliação de alterações do citoesqueleto em 

pneumócitos após o tratamento com a proteína CSP recombinante de 

Paracoccidioides. 

 Os pneumócitos foram tratados com 25µg/ml da proteína CSP recombinante 

por 2 e 5 horas a 37°C. Após o período de tratamento as células foram lavadas 3 

vezes com PBS e então seguiu-se para a imunofluorescência conforme descrito 

abaixo. 
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2.1.8.1. Microfilamentos de actina após tratamento com a proteína CSP 

recombinante  

 A faloidina é uma toxina que se liga à actina polimérica, estabilizando-a e, 

portanto, interferindo com o retículo endoplasmático e outras estruturas ricas em 

actina. Para a reação de imunofluorescência, as placas contendo as células epiteliais 

tratadas com a proteína recombinante em diferentes períodos foram permeabilizadas 

com solução de Triton X 100, 0,5% por 30 minutos. Em seguida, lavou-se com PBS-

Tween e realizou-se o bloqueio (leite 5%/BSA 3%) por 1 hora a 37oC. A actina foi 

marcada pela adição de faloidina-FITC no título de 1:50 em Azul de Evans, por 50 

minutos a 37oC, no escuro, sendo novamente lavadas com PBS-Tween e então 

incubadas com DAPI 1μg/mL (4´, 6 – diamino-2-fenolindol), por 10 minutos a 37°C. 

Realizou-se novo ciclo de lavagens com PBS-Tween, e as células então foram 

observadas no InCell Analizer 2000 (GE healthcare). 

 

2.1.8.2. Microtúbulos após tratamento com a CSP recombinante  

 Para a verificação dos microtúbulos, as placas contendo os pneumócitos 

tratados com a proteína CSP recombinante em diferentes períodos de tempo foram 

processadas para a permeabilização e bloqueio. Adicionou-se para marcação da 

tubulina, anticorpo monoclonal anti β-tubulina (Sigma) produzido em camundongo 

diluído 1:100 em solução de bloqueio por 1h a 37ºC. Realizou-se lavagem e então 

adicionou-se o anticorpo secundário anti-mouse IgG conjugado com Alexa Fluor® 488 

diluído 1:250 em solução de bloqueio por 1h a 37°C, no escuro. Realizou-se novo ciclo 

de lavagens com PBS-Tween, em seguida foram incubadas com DAPI 1μg/mL (4´, 6 
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– diamino-2-fenolindol), por 10 minutos a 37oC. As placas foram lavadas novamente 

com PBS-Tween, então observadas no InCell Analizer 2000 (GE healthcare). 

 

2.1.9. Avaliação da ocorrência de apoptose em células tratadas com a proteína 

CSP recombinante pela técnica do TUNEL 

 A técnica do “TUNEL” (Terminal deoxy-transferase mediated X-dUTP Nick End 

Labeling) tem como princípio a marcação específica de sequências de DNA oriundas 

da fragmentação do processo de apoptose celular. Para tanto, em placas de 96 poços, 

contendo pneumócitos A549, adicionou-se a proteína recombinante CSP (25µg/ml), e 

como controle negativo, células tratadas com PBS, sendo o tratamento feito por 24 

horas.  Em seguida, a placa foi lavada 3 vezes com PBS gelado, para que então fosse 

adicionado paraformoldeído 4%, deixando a temperatura ambiente por 30 minutos. 

Realizou-se novo ciclo de lavagens com PBS gelado, e adicionou-se aos poços 

solução de bloqueio (3% BSA, 20% SFB em PBS), incubando a 37°C por 1 hora.  

Após lavagem com PBS gelado, os pneumócitos foram incubados com a 

mistura dos componentes do “TUNEL” com sonda fluorescente (Boehringer 

Mannheim), transferase terminal (TdT) e a sonda marcada com fluoresceína (d-UTP 

fluoresceína), por 1 hora a 37°C. Tal processo, incorporou os nucleotídeos marcados 

com fuoresceína, catalisados pela transferase terminal à extremidade 3’ dos  

fragmentos apoptóticos de DNA. Realizou-se a lavagem dos poços com PBS gelado 

três vezes, fixando com paraformaldeído a 1% e então a análise foi realizada no InCell 

Analizer 2000 (GE healthcare). 

 



39 

 

2.1.10. Preparo e padronização do inóculo de Paracoccidioides spp. 

 Antes dos experimentos, os isolados 18 de P. brasiliensis e 01 de P. lutzii, na 

fase leveduriforme (L) foram cultivados em meio BHI acrescido de 1% glicose durante 

quatro dias sob agitação a 35 °C. A cultura então foi lavada 3 vezes em PBS e então 

as células foram contadas em câmara de Neubauer e o inóculo acertado para uma 

quantidade suficiente para ao final utilizarmos 105 cels/poço. 

 

2.1.11. Ensaio de inibição da interação de Paracoccidioides spp. com células 

epiteliais utilizando o anticorpo policlonal anti-CSP  

 Os ensaios de inibição da infecção foram realizados em placas de 96 poços 

com monocamadas de pneumócitos A549. As células foram infectadas, por período 

de 2 e 5 horas, com suspensões padronizadas de 105 cels/poço previamente 

marcadas com CFSE (5(6)-Carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl Ester, 

BioChemika) de Paracoccidiodies spp. tratadas com o anticorpo anti-CSP (1:100) por 

1 hora a 37ºC sob agitação. Após o tempo de infecção, as placas foram lavadas com 

PBS para retirar as células fúngicas não aderidas, e então as placas com as células 

foram colocadas em gelo e lavadas com PBS gelado, fazendo com que as células 

aderidas a placa se descolassem da placa. As células foram então recuperadas e a 

porcentagem de células fúngicas aderidas aos pneumócitos A549 foi avaliada por 

citometria de fluxo (BD FACS CANTO, BD Biosciences). 
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2.1.12. Ensaio de inibição da interação de Paracoccidioides spp. com 

componentes da matriz extracelular utilizando o anticorpo policlonal anti-CSP  

Este ensaio foi realizado de acordo com o descrito por Oliveira et al. (2015). 

Para este ensaio utilizou-se placas de 24 poços, as quais foram sensibilizadas com 

os componentes da matriz extracelular, laminina, fibronetina, fibrinogênio e colágeno 

tipo I, na concentração de 10 µg/mL, overnight a 4°C. As placas foram então 

incubadas a temperatura ambiente por 1 hora, e depois passaram por um ciclo de 

lavagem com PBS. Após as lavagens, foram inoculadas às placas suspensões 

padronizadas (5x106 cels/mL) de P. brasiliensis e P. lutzii em PBS, tratados com o 

anticorpo anti-CSP no título de 1:100 por 1 hora a 37ºC. As placas passaram por 

tempos de incubação de 2h e 5h e então o sobrenadante foi retirado e a placa passou 

por novo ciclo de lavagem com PBS para retirar células não aderidas. A cada poço 

adicionou-se 300 µL de tripsina para desprender o fungo, ligado aos componentes da 

MEC, aderido a placa, recolhendo as suspensões em Eppendorfs. A tripsina foi 

neutralizada adicionando-se 300 µL de soro fetal bovino. Após a neutralização o 

material foi centrifugado a 4000rpm à 4ºC por 5 minutos. Após a centrifugação 

descartou-se os sobrenandantes e a cada eppendorf foi adicionado 500 µL de 

FACSFlow para posterior contagem de células através de citometria de fluxo (BD 

FACSCanto), com o auxílio do software BDFACS Diva. 
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2.1.13. Determinação da localização da proteína CSP através da técnica de 

Imunocitoquímica em nível ultraestrutural (Immunogold) e Microscopia 

eletrônica durante a interação de Paracoccidioides spp. com células A549 e com 

componentes da MEC 

Suspensões de células epiteliais A549 e dos componentes da MEC laminina, 

fibronectina e colágenos tipo I e IV infectados com P. brasiliensis e P. lutzii por 2h 

foram fixadas (2,5% v/v glutaraldeído em tampão cacodilato de sódio 0,1 M pH 7,2) 

por 24h a 4 oC e enviadas para o Serviço de Microscopia Eletrônica do Instituto de 

Ciências Biomédicas (ICB-I) da USP-SP para o emblocamento e preparo dos cortes 

ultrafinos.  

Os cortes foram então coletados em telas de níquel e submetidos à reação de 

imunocitoquímica. Realizou-se a lavagem dos cortes com água destilada por 5 

minutos, e em seguida lavados com TBS pH 7,24 com glicina 0,02 M a temperatura 

ambiente por 15 minutos. Posteriormente, fez-se o bloqueio dos sítios antigênicos 

inespecíficos com 3% BSA em TBS, NaN3 0,05% e Tween 20 0,1%, pH7,2, por 1 

hora.  

O anticorpo anti-CSP policlonal foi diluído 1:50 em TBS-BSA 0,1%, NaN3 

0,05%, Tween 20 a 0,1%, pH 7,3 e adicionado aos cortes, incubando em baixa 

temperatura overnight em câmara úmida. Após esta incubação, realizou-se novo ciclo 

de lavagem durante 25 minutos com TBS-BSA 0,1%, NaN3 0,05%, Tween 20 0,1%, 

pH 7,3; e uma lavagem de 5 minutos com TBS-BSA 1%, NaN3 0,05% e Tween 20 

0,1%, pH 8,2.  

Incubou-se o anticorpo secundário, anti-IgG de coelho marcado com partículas 

de ouro coloidal de 10nm de diâmetro (SIGMA G-3779), diluídos a 1:10 em 0,05M 

NaCl, 1% BSA, 0,05% NaN3, 0,01% Tween 20, pH 8,2; em câmara úmida overnight 
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por 2 horas. Realizou-se a lavagem com TBS-BSA 1%, NaN3 0,05%, Tween 20 0,1%, 

pH8,2 por 5 minutos e utilizou-se um ciclo de lavagens com (1) TBS-BSA 0,1%, NaN3 

0,05%, Tween 20 0,1% durante 15 minutos (3 trocas de 5 minutos) e com (2) TBS-

Tween 20 0,1%, pH7,2 por 5 minutos. Os cortes foram fixados com glutaraldeído a 

2,5% em tampão cacodilato 0,1 M, pH 7,2 a temperatura ambiente. Realizaram-se 

lavagens com água destilada. As telas foram secadas sob papel de filtro e submetidas 

ao contraste com uranila 4% ultrafiltrada, por 5 minutos e citrato de chumbo por 7 

minutos. Após a secagem por temperatura ambiente por 1h o material foi examinado 

em microscópio de transmissão eletrônica, Jeol 1010 (Jeol, Tokyo, Japan). O 

contraste das telas e o uso do microscópio foram realizados no Laboratório de 

Microscopia Eletrônica da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – FMRP-USP. 

 

2.1.14. Influência da proteína CSP na virulência de Paracoccidioides spp. em 

modelo alternativo de Galleria mellonella 

As larvas de G. mellonella usadas neste estudo foram procedentes do Núcleo 

de Proteômica da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara – FCFAr 

UNESP, sendo a criação realizada de acordo com Ramarao et al. (2012) alimentadas 

com cera de abelha e pólen e mantidas a 25ºC até atingir o peso necessário para os 

experimentos.  

 Para este ensaio o inóculo foi preparado como descrito no item 2.1.10, sendo 

que será inoculado 5x106 células por larva. Este tamanho de inóculo é considerada 

letal para Galleria mellonella após o período de 7 dias de infecção conforme descrito 

por Scorzoni et al. (2015).  

Selecionou-se G. mellonella entre o peso de 0,1 - 0,2 g em estágio larvário, 

separando em diferentes grupos de 16 larvas, sendo que no dia anterior do 
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experimento as larvas foram incubadas a 37 °C até o momento da inoculação. Antes 

do início da inoculação, utilizou-se etanol 70% para a assepsia das pró-patas da larva. 

Com auxílio de seringas Hamilton (Hamilton, EUA), foram inoculados nas pró-patas 

das larvas 10 µL de suspensão, de acordo com seu respectivo grupo. Após a infecção, 

as larvas foram incubadas em placas Petri a 37 °C por 7 dias e a mortalidade 

(ausência de movimento após tocá-las com uma pinça) analisada diariamente 

(Scorzoni et al., 2015; Thomaz et al., 2013). 

Diferentes grupos foram avaliados neste estudo: 1) Grupo tratado: este grupo 

teve como objetivo avaliar a capacidade do anticorpo em evitar a infecção por 

Paracoccidioides spp., dessa forma, suspensões de P. brasiliensis e P. lutzii foram 

incubadas em contato com o anticorpo anti-CSP no título 1:100 por 1 hora a 37ºC. 

Após este período as suspensões foram lavadas em PBS e inoculadas nas larvas; 2) 

Grupo tratado controle: este grupo teve como objetivo avaliar a influência do soro pré-

imune de coelho na virulência de Paracoccidioides spp., dessa forma, suspensões de 

P. brasiliensis e P. lutzii foram incubadas em contato com o soro pré-imune de coelho 

no título 1:100 por 1 hora a 37 °C. Após este período as suspensões foram lavadas 

em PBS e inoculadas nas larvas; 3) Grupo controle – PBS: O grupo inoculado com o 

PBS, utilizado para o preparo dos inóculos, teve como objetivo verificar os efeitos 

como injúria física ocasionada pela inoculação, alimentação e temperatura a que as 

larvas são submetidas. 

 

2.1.15. Análises estatísticas 

 As análises estatísticas dos experimentos foram realizadas utilizando-se One-

Way ANOVA com pós-teste de Tuckey. As análises estatísticas e a confecção dos 
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gráficos foram realizadas utilizando-se o software GradPad Prism e o valor de p 

adotado foi p<0.05. 

 

2.2. Resultados 

2.2.1. Produção de anticorpo anti-CSP e análise por imunoblot 

Com a proteína CSP recombinante, foi produzido o anticorpo policlonal em 

coelho para o melhor estudo desta proteína durante a interação fungo-hospedeiro. 

Quando foi obtido um bom título de anticorpos (reatividade superior a 1:100, que foi 

alcançada após 8 inoculações), foi realizada a sangria total e o soro obtido foi 

precipitado com sulfato de amônio. Este soro então foi avaliado pela técnica de 

imunoblot e observou-se reatividade com a proteína recombinante nos títulos de: 

1:100, 1:500 e 1:1000 (Figura 2). Estes resultados mostram o sucesso na produção 

do anticorpo contra a proteína CSP. 

 

 

  

Figura 2. Imunoblot para verificação da reatividade do soro policlonal anti-CSP. (1) 
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massa molecular; (2) reatividade na diluição de 1:100 (3) 1:500, (4) 1:1000 e (5) 

controle de reatividade utilizando soro de coelho não imunizado. 

 

 Este soro também foi avaliado em relação à sua reatividade com extratos de 

proteínas obtidas de P. brasiliensis e P. lutzii além de filtrado de cultura obtidos das 

duas espécies estudadas. Foi verificada reatividade do anticorpo policlonal frente a 

todas as condições testadas (Figura 3). Conforme podemos observar na figura, o 

anticorpo reagiu com as duas espécies, porém para P. brasiliensis observamos uma 

reação mais fraca nos dois títulos, diferente de P. lutzii onde foi claramente possível 

observar a reatividade nos dois títulos testados (1:500 e 1:1000) (Figura 3A). Ao 

realizarmos o imunoblot usando o extrato total de Paracoccidioides spp. podemos 

observar que o anticorpo está reagindo apenas com a proteína de interesse, não 

havendo reação inespecífica com outras proteínas do fungo. 

Além disso, foi realizado blot com o objetivo de verificar esta proteína no 

sobrenadante do meio de cultivo do fungo, o que pode nos indicar se o fungo exporta 

esta proteína para o meio extracelular. Para tanto, o título de reatividade foi de 1:100 

e podemos ver a banda correspondente à proteína CSP apenas no sobrenadante de 

P. lutzii (Figura 3B). 
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Figura 3. A) Imunoblot para verificação da reatividade do soro policlonal anti-CSP com 

extrato total de proteínas de (2 e 3) P. lutzii (Títulos: 1:500 e 1:1000, respectivamente) 

e (4 e 5) P. brasiliensis (Títulos: 1:500 e 1:1000, respectivamente); (1) massa 

molecular; (6) controle de reatividade ao extrato total de P. brasiliensis utilizando soro 

de coelho não imunizado. B) Imunoblot para verificação da proteína CSP no 

sobrenadante da cultura de (2) P. brasiliensis e (3) P. lutzii. 

 

2.2.2. Ensaio de Viabilidade Celular 

A proteína recombinante CSP foi testada quanto a sua toxicidade nas linhagens 

celulares A549, MRC-5 e Hep-G2. Foram avaliadas as concentrações de 50 a 0,09 

µg/mL de proteína recombinante, sendo que as células foram deixadas em contato 

com a proteína por 24 horas. Podemos observar que após 24 horas de contato, a 

viabilidade celular se manteve acima de 50% para todas as concentrações.   
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Até 25 µg/mL a viabilidade se manteve próxima a 100% (Figuras 4, 5 e 6). Estes 

resultados são importantes pois nos dá segurança para a realização de diferentes 

ensaios não interferindo na viabilidade celular. 

 

 

Figura 4. Viabilidade das células A549 após tratamento com a proteína recombinante 

CSP. 

  

Figura 5. Viabilidade das células Hep-G2 após tratamento com a proteína 

recombinante CSP. 
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Figura 6. Viabilidade das células MRC-5 após tratamento com a proteína 

recombinante CSP. 

 

2.2.3. Ensaio preliminar da capacidade de indução de apoptose pela proteína 

CSP de Paracoccidioides spp. através do ensaio de TUNEL (Terminal deoxy-

transferase mediated X-dUTP Nick End Labeling) 

Em estudos anteriores de nosso grupo, Del Vecchio et al. (2009) observaram 

que P. brasiliensis induz apoptose em células epiteliais, e que essa indução pode 

variar de acordo com o grau de virulência do isolado e o fungo pode permanecer viável 

dentro das células, conseguindo se multiplicar. Neste sentido os mecanismos de 

invasão às células do hospedeiro, persistência dentro delas e a subsequente indução 

de apoptose podem explicar a capacidade de disseminação de P. brasiliensis. Em 

outro estudo de nosso grupo, Silva et al. (2015) demonstraram que duas adesinas de 

Paracoccidoides brasiliensis, 14-3-3 e gp43 podem induzir a apoptose, e como estas 

proteínas são importantes para a interação, estas podem ser as responsáveis pela 

indução deste processo. Por estarmos caracterizando essa proteína como adesina, 
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realizamos um ensaio inicial onde testamos, em diferentes concentrações por 24 

horas de contato, a capacidade de a CSP induzir a apoptose em células A549. A figura 

7 demonstra que a proteína CSP de Paracoccidioides spp. é capaz de induzir a 

apoptose. 

 

 

Figura 7. Indução de apoptose pela proteína recombinante CSP (25µg/ml) avaliada 

pelo ensaio TUNEL. 

 

 Apesar de preliminar o resultado apresentado, mostra que a proteína CSP pode 

ser importante para interação do fungo com o hospedeiro e também para a evasão do 

sistema de defesa do hospedeiro. 
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2.2.4. Imunofluorescência para avaliação de alterações do citoesqueleto durante 

o tratamento de pneumócitos A549 com a proteína recombinante CSP de 

Paracoccidioides spp. 

  Estudo prévio de nosso grupo com a adesina 14-3-3 (Silva, 2011) demonstrou 

que esta promove desarranjos no citoesqueleto celular, favorecendo assim a invasão 

do fungo à célula hospedeira, neste sentido, avaliamos a ação da proteína CSP no 

citoesqueleto de pneumócitos A549, avaliando dois componentes do citoesqueleto: 

actina e microtúbulos. 

 

2.2.4.1. Actina 

Para avaliar a ação da proteína CSP na actina, foi realizado ensaio de 

imunofluorescência utilizando faloidina que é uma toxina que se liga à actina 

polimérica, estabilizando-a, interferindo com o retículo endoplasmático e outras 

estruturas ricas em actina. Foi possível detectar alteração do padrão de distribuição 

da actina das células tratadas com a proteína recombinante nos tempos de 2 e 5 

horas. Podemos observar uma distribuição característica da actina quando tratada 

com PBS, apresentando longos filamentos em toda a extensão da célula (Figura 8A), 

porém ao tratarmos com a proteína CSP podemos ver um rearranjo das fibras de 

actina se concentrando na periferia das células fazendo com que a célula perca sua 

conformação normal (Figura 8B). O mesmo padrão foi observado para 2 e 5 horas de 

tratamento. 
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Figura 8. Imunofluorescência da actina de pneumócitos A549 não tratados (A) ou 

tratados (B) com a proteína CSP de Paracoccidioides spp. As flechas indicam as 

modificações no citoesqueleto. 

 

2.2.4.2. Microtúbulos 

 Utilizando o anticorpo anti-beta-tubulina os microtúbulos foram observados 

após o tratamento com a proteína CSP. Podemos observar que a célula apresenta 

normalmente uma distribuição difusa dos microtúbulos por toda a extensão da célula, 

sendo que os microtúbulos distribuiram-se por todo o citoplasma (Figura 9 A). Porém, 

quando as células foram tratadas com a CSP podemos observar que a célula perde 

sua conformação normal, tornando-se arredondada e os microtúbulos parecem se 

agrupar mais ao redor do núcleo (Figura 9 B). 
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Figura 9. Imunofluorescência dos microtúbulos de pneumócitos A549 não tratados (A) 

ou tratados (B) com a proteína CSP de Paracoccidioides spp. As flechas indicam as 

modificações no citoesqueleto. 

 

2.2.5. Ensaio de inibição da interação de Paracoccidioides spp. com células 

epiteliais A549 pelo anticorpo anti-CSP 

O ensaio de inibição da adesão nos mostra o envolvimento da proteína em 

estudo no processo de adesão das espécies do gênero Paracoccidioides. Ao 

tratarmos o fungo com o anticorpo anti-CSP esperamos que este se ligue à proteína 

expressa na parede do fungo, sendo que assim o fungo não poderá utilizar esta 

proteína durante a interação com os pneumócitos A549. A adesão é uma etapa de 

grande importância na interação Paracoccidioides-hospedeiro. Recentemente, 

Oliveira et al., (2015) demonstraram que a inibição da adesão através do uso de 

anticorpos que bloqueiam as adesinas 14-3-3 e enolase, levou à diminuição da 

virulência de P. brasiliensis e P. lutzii.   
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Para este ensaio, os fungos foram tratados com o anticorpo anti-CSP por 1 hora 

a 37ºC em um título de 1:100 e então o fungo tratado foi colocado em contato com os 

pneumócitos por 2 e 5 horas, sendo os resultados representados na figura 10. 

  

 

Figura 10. Inibição da adesão pelo anticorpo anti-CSP de Paracoccidioides spp. A) 2 

horas de adesão; B) 5 horas de adesão. * p<0,05. 

Após 2 horas de interação, pudemos observar que o anticorpo anti-CSP inibiu 

a adesão em torno de 13% e 16% a adesão de P. lutzii e P. brasiliensis, 

respectivamente. Já para 5 horas de adesão observamos uma inibição de 12% e 19% 

para P. lutzii e P. brasiliensis, respectivamente. Isso nos mostra que a proteína CSP 

recombinante foi capaz de inibir a adesão das duas espécies aos pneumócitos A549. 

Este resultado mostra que esta proteína pode ser caracterizada como uma das 

moléculas utilizadas pelo fungo para aderir ao hospedeiro. 
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2.2.6. Ensaio de inibição da interação de Paracoccidioides spp. com componentes 

da matriz extracelular utilizando o anticorpo policlonal anti-CSP 

A interação de Paracoccidioides spp. e os componentes da MEC é de extrema 

importância para o sucesso na colonização do hospedeiro pelo fungo. Neste ensaio 

de inibição pudemos observar que a proteína CSP influencia de forma mais efetiva a 

interação de P. brasiliensis e P. lutzii à fibronectina nos dois tempos de interação 

avaliados, conforme figura 11. 
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Figura 11. Inibição da adesão de P. lutzii e P. brasiliensis aos componentes da MEC: laminina (Lm), fibronectina (Fn), fibrinogênio 

(Fb) e colágeno tipo I (Col I) em 2 e 5 horas de interação. * p<0,05. 
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Estes resultados nos sugerem que a proteína CSP tem maior afinidade à 

fibronectina e pode ser fator determinante para a adesão do fungo a este componente 

da MEC. Além disso, os resultados obtidos indicam que após 5 horas de contato,com 

P. lutzii, o tratamento com o anticorpo mostra uma maior influência na adesão deste 

fungo, apresentando diferença estatística também para laminina, além disso, apesar 

de não ter tido diferença estatística, podemos observar uma diminuição na adesão 

também a fibrinogênio e colágeno tipo I. Para P. brasiliensis observamos que tanto 

em 2 como em 5 horas, a inibição da adesão ocorre apenas para a fibronectina. 

 

2.2.7. Determinação da localização da proteína CSP através da técnica de 

imunocitoquímica em nível ultraestrutural (Immunogold) e Microscopia 

eletrônica. 

 Para a caracterização de uma proteína, faz-se necessário determinar a sua 

localização na célula, pois a localização nos dá ideia de sua funcionalidade. Com esse 

objetivo, a proteína CSP de P. brasiliensis e P. lutzii foi marcada com partículas de 

ouro e observadas através de microscopia eletrônica, nos permitindo observar sua 

localização e expressão na célula fúngica durante a interação (2 horas) com 

pneumócitos A549 e com os componentes da MEC, laminina, fibronectina, colágeno 

tipo I e colágeno tipo IV. 

 A figura 12 representa um painel onde mostramos a interação de P. lutzii com 

pneumócitos A549. Em A, B e C observamos o fungo antes do contato com a célula 

em 3 diferentes aumentos, 20, 40 e 80 vezes e podemos observar a expressão da 

proteína CSP na parede do fungo. Em D, E e F observamos o fungo durante o contato 

com pneumócitos A549 e podemos ver claramente que houve um significativo 

aumento da expressão da proteína CSP na parede celular do fungo. 
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 A figura 13 demonstra a interação de P. brasiliensis com pneumócitos A549 

onde também observamos que após o contato com os pneumócitos, o fungo passa a 

expressar mais a proteína CSP em sua parede. Um detalhe importante desta imagem 

é que podemos verificar a presença de vesículas (figura 13F) que carregam a proteína 

para a parede celular mostrando que durante a interação, a célula produz esta 

proteína e ela é direcionada para a parede celular.  
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Figura 12. Microscopia eletrônica para observação da localização da proteína CSP de P. lutzii durante interação com pneumócitos 
A549. A, B e C representam os aumentos de 20, 40 e 80 vezes de uma célula de P. lutzii antes da interação com pneumócitos A549. 
D, E e F representam os aumentos de 20, 40 e 80 vezes de uma célula de P. lutzii durante o contato com pneumócitos A549. 
Legenda: F: Célula fúngica; W: Parede celular fúngica; P: pneumócito A549. 
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Figura 9. Microscopia eletrônica para observação da localização da proteína CSP de P. brasiliensis durante interação com 
pneumócitos A549. A, B e C representam os aumentos de 20, 40 e 80 vezes de uma célula de P. brasiliensis antes da interação com 
pneumócitos A549. D, E e F representam os aumentos de 20, 40 e 80 vezes de uma célula de P. brasiliensis durante o contato com 
pneumócitos A549. Legenda: F: Célula fúngica; W: Parede celular fúngica; P: pneumócito A549. 
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 O aumento da expressão da proteína CSP também foi observada durante o 

contato de P. lutzii e P. brasiliensis com os componentes da MEC. Na figura 14 

podemos observar que a expressão da proteína é inferior em P. lutzii antes de entrar 

em contato com os componentes da MEC (figura 14A). Após 2 horas de contato com 

laminina (B), fibronectina (C), colágeno tipo I (D) e colágeno tipo IV (E) podemos 

observar o aumento da expressão da proteína CSP na parede celular, além disso 

podemos observar vesículas contendo a proteína CSP que provavelmente está sendo 

exportada para a parede do fungo. 

 Em P. brasiliensis (Figura 15) podemos ver que também há um aumento na 

expressão da proteína CSP durante o contato com os componentes da MEC (laminina 

(B), fibronectina (C), colágeno tipo I (D) e colágeno tipo IV (E) quando comparadas 

com o fungo antes do contato (A). Em P. brasiliensis também pudemos observar 

vesículas que continham a proteína CSP (Figura 15B, D e E). 

 Os resultados de microscopia evidenciam a proteína CSP sendo localizada na 

parede celular, condição essencial para uma adesina. Nas imagens podemos ver as 

partículas de ouro apenas na parede do fungo ou no interior de vesículas e podemos 

observar que após o contato com pneumócitos e com os componentes da MEC a 

expressão da proteína é aumentada o que reforça o papel desta proteína na interação 

do fungo agindo como adesina para Paracoccidioides spp. 
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Figura 10. Microscopia eletrônica para observação da localização da proteína CSP de P. lutzii durante interação com lamina (B), 
fibronectina (C), colágeno tipo I (D) e colágeno tipo IV (E) e antes do contato com os componentes da MEC (A). O aumento das fotos 
é de 80 vezes. Legenda: C: Citoplasma fúngico; W: Parede celular fúngica; V: vesícula; M: Mitocôndria. 
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Figura 11. Microscopia eletrônica para observação da localização da proteína CSP de P. brasiliensis durante interação com lamina 
(B), fibronectina (C), colágeno tipo I (D) e colágeno tipo IV (E) e antes do contato com os componentes da MEC (A). O aumento das 
fotos é de 80 vezes. Legenda: FC: Citoplasma fúngico; W: Parede celular fúngica; V: vesícula; M: Mitocôndria. 
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2.2.8. Influência da proteína CSP na virulência de Paracoccidioides spp. em 

modelo alternativo Galleria mellonella 

 Recentemente, Oliveira et al. (2015) demonstraram que a capacidade de 

Paracoccidioides spp. em expressar adesinas influencia na virulência do fungo, 

confirmando então a importância destas proteínas na colonização do hospedeiro pelo 

fungo causando a paracoccidioidomicose. Neste sentido, realizamos ensaio para 

verificar a influência da proteína CSP na virulência de P. lutzii e P. brasiliensis. Este 

ensaio foi realizado no modelo alternativo G. mellonella. Nos últimos anos, a crescente 

preocupação com questões éticas envolvidas no uso de animais na pesquisa científica 

levou ao desenvolvimento de métodos alternativos ao uso de mamíferos na pesquisa. 

Dentre os modelos alternativos propostos, o modelo de G. mellonella surge como uma 

interessante alternativa para o estudo de virulência em fungos, sendo recentemente 

utilizado para o estudo da virulência de P. brasiliensis e P. lutzii (Thomaz et al., 2013; 

De Oliveira, 2015; Scorzoni et al., 2015). Por essas características utilizamos o modelo 

para o estudo da influência da CSP na virulência de Paracoccidioides spp. 

 Os ensaios foram realizados como proposto por Oliveira et al. (2015), e para 

isso, antes de infectarem as larvas, os fungos foram tratados com o anticorpo anti-

CSP no título de 1:100 por 1 hora a 37 ºC e a sobrevivência das larvas foi observada 

e comparada com os controles onde os fungos não foram tratados ou foram tratados 

com o soro pré-imune de coelho. 

 A figura 16 mostra a curva de sobrevivência das larvas infectadas com P. lutzii 

e P. brasiliensis. Pudemos observar que após o tratamento de P. lutzii com o anticorpo 

anti-CSP, 41% das larvas sobreviveram após o término do experimento e após o 

tratamento de P. brasiliensis com o anticorpo anti-CSP, 38% das larvas sobreviveram, 

indicando que ao bloquear a proteína com o anticorpo, a virulência de P. lutzii e P. 



 

64 

 

brasiliensis foi afetada revelando a importância desta proteína para a virulência dos 

fungos. Ao final do experimento, nenhuma larva tratada apenas com PBS morreu e 

todas as larvas infectadas com fungo tratado com o soro de coelho não imunizado 

com a proteína CSP (SNC) e as larvas infectadas com o fungo não tratado morreram 

ao final do experimento. A análise estatística mostrou diferença na sobrevivência de 

larvas infectadas com fungo tratado com o anti-CSP comparadas com as larvas do 

controle com valor de p<0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Curva de sobrevivência de larvas de G. mellonella desafiadas com P. lutzii 

e P. brasiliensis tratados com anti-CSP. 
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3. Conclusões 

O estudo realizado foi de grande importância para a caracterização da proteína 

CSP de Paracoccidoides spp. como uma adesina que influencia na virulência do fungo. 

Os resultados apresentados complementam estudos realizados pelo nosso grupo e 

abrem novas perspectivas no conhecimento do arsenal molecular utilizado pelo fungo 

durante a interação com o hospedeiro. Com os resultados obtidos podemos chegar 

nas seguintes conclusões:  

 

 Foi possível produzir o anticorpo policlonal anti-CSP de Paracoccidioides spp., 

sendo que por imunoblot foi verificado a detecção da proteína pelo anticorpo 

nos títulos de 1:100, 1:500 e 1:1000; 

 Ao reagirmos o anticorpo com extratos totais de proteínas de P. lutzii e P. 

brasiliensis pudemos verificar a especificidade do anticorpo produzido, já que 

este apenas reagiu com a proteína de interesse, sendo que esta foi 

reconhecida nos títulos de 1:500 e 1:1000 em P. lutzii e P. brasiliensis, porém 

com menor reatividade com P. brasiliensis; 

 Ao analisarmos o sobrenadante da cultura de P. lutzii e P. brasiliensis pudemos 

identificar a proteína apenas no sobrenadante de P. lutzii, mostrando que o 

fungo secreta essa proteína para o meio extracelular; 

 Antes do início dos ensaios com a proteína CSP recombinante, a citotoxicidade 

desta contra 3 linhagens celulares, A549, Hep-G2 e MRC-5, foi testada e os 

resultados demonstram que na concentração de 25 ug/mL, concentração 

máxima utilizada nos experimentos, a viabilidade das células tratadas com a 

proteína recombinante foi próxima de 100%, mostrando não ser tóxica para as 

3 linhagens testadas; 
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 Através do ensaio de TUNEL, foi verificado que a proteína CSP recombinante 

de Paracoccidoides spp. foi capaz de induzir a apoptose dos pneumócitos A549; 

 A proteína CSP recombinante de Paracoccidioides spp. é capaz de induzir 

mudanças conformacionais no citoesqueleto dos pneumócitos A549, 

evidenciando a possível participação desta no processo infeccioso de 

Paracoccidioides spp.; 

 Ao tratarmos P. lutzii e P. brasiliensis com o anticorpo anti-CSP, a adesão do 

fungo aos pneumócitos A549 foi inibida, revelando também a importância desta 

na adesão de Paracoccidioides spp;  

 Ao colocar em contato P. brasiliensis e P. lutzii, tratados com o anticorpo anti-

CSP, com componentes da matriz extracelular, obteve-se inibição significativa 

da interação entre Paracoccidioides spp. com fibronectina e laminina, indicando 

a importância da CSP no processo de adesão a esses componentes;  

 Através da técnica de Immunogold, pode-se confirmar a localização da proteína 

CSP na parede celular, além de evidenciar o aumento da expressão de tal 

proteína quando em contato com pneumócitos A549 e componentes da matriz 

extracelular, relacionados ao processo de adesão do fungo as células do 

hospedeiro; 

 Os ensaios utilizando Galleria mellonella, verificaram a capacidade do soro 

anti-CSP de evitar a infecção por Paracoccidioides spp., diminuindo a 

porcentagem de mortes em cerca 40% do grupo tratado em relação ao não 

tratado tanto para P. lutzii como para P. brasiliensis. 
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