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RESUMO 
 

Os fungos dimórficos, Paracoccidioides brasiliensis (espécies cripticas S1, PS2, 

PS3) e Paracoccidioides lutzii (Pb01-like espécies), são agentes da 

paracoccidioidomicose (PCM), doença granulomatosa crônica, endêmica na 

América Latina, principalmente no Brasil. A doença apresenta grande variedade 

de manifestações clínicas, desde formas localizadas até disseminadas evoluindo 

para letalidade. O fungo tem capacidade de aderir, invadir e extravasar barreiras 

impostas pelos tecidos do hospedeiro. P. brasiliensis (Pb18) já foi observado tanto 

no interior de macrófagos, como no interior de células epiteliais in vivo e in vitro. A 

identificação do mecanismo pelo qual este fungo sobrevive no interior da célula 

hospedeira é campo fértil para a descoberta de sua patogênese, já que este 

microrganismo possui a capacidade de induzir sua própria endocitose em células 

epiteliais e muito provavelmente em macrófagos. A absorção de micronutrientes 

pelo fungo apresenta papel singular, tanto para sua nutrição e processo invasivo, 

como para sua sobrevivência no interior da célula hospedeira. A via endocítica em 

microrganismos é de fundamental importância na regulação de todo esse 

processo. O objetivo deste estudo foi avaliar a via endocítica de Pb18 e também 

de macrófagos infectados com este fungo. A avaliação da via endocítica de Pb18 

foi realizada na condição de depleção de metais, onde foram analisados os genes 

Clatrina e Ypt7 (Homólogo de Rab7) por RT-PCR semi-quantitativo e PCR em 

tempo real (RT-PCR quantitativo). Também foi analisada a infecção de 

macrófagos por Pb18 cultivado na depleção de metais e em diferentes tensões de 

oxigênio. A via endocítica de macrófagos foi analisada por RT-PCR quantitativo e 

imunofluorescência. Esta análise foi realizada quando o fungo foi cultivado em 

diferentes tensões de oxigênio e os macrófagos foram infectados com este e 

quando a infecção foi incubada em diferentes tensões de oxigênio. Os genes 

avaliados foram Clatrina, EEA1 (Antígeno de endossomo precoce 1), Rab5, Rab7 

e LAMP-1. Nossos resultados demonstram aumento na expressão de Clatrina e 

Ypt7 por Pb18 cultivado na depleção de metais. A infecção de macrófagos foi 

maior quando Pb18 foi cultivado na depleção de ferro e cobre. A expressão de 

Clatrina aumentou na depleção de cobre e principalmente na depleção de 

ferro+cobre+zinco e a expressão de Ypt7 demonstrou aumento, principalmente, 

na condição de depleção zinco, cobre e ferro+cobre. Quando Pb18 foi cultivado 
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em aerobiose houve diminuição na expressão dos genes Clatrina, Rab5 e LAMP-

1. A expressão dos genes de via endocítica foi influenciada pela condição de 

oxigênio a que foram expostos os macrófagos e também por fatores inerentes ao 

fungo. P. brasiliensis foi co-localizado em vacúolo revestido por clatrina e 

fagossomo EEA1 positivo. Deste modo, concluí-se que a endocitose de alguns 

metais é dependente de Clatrina e Ypt7 e que Pb18 modula a expressão de EEA1 

e outros genes de via endocítica, juntamente com a tensão de oxigênio para, 

possivelmente, favorecer sua sobrevivência no organismo do hospedeiro. 

 

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, via endocítica, depleção de metais 

e tensão de oxigênio. 
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ABSTRACT 
 

The dimorphic fungus, Paracoccidioides brasiliensis (cryptic species S1, PS2, 

PS3) and Paracoccidioides lutzii (Pb01-like species), are agents of 

paracoccidioidomycosis (PCM), chronic granulomatous disease, endemic in Latin 

America, especially in Brazil. The disease has a wide variety of clinical 

manifestations, from localized forms to disseminated evolving to lethality. The 

fungus is able to adhere, invade and spill barriers imposed by host tissues. P. 

brasiliensis (Pb18) has already been observed both within macrophages, but also 

inside of epithelial cells in vivo and in vitro. Identification of the mechanism by 

which this fungus survive within the host cell is a fertile field for the discovery of 

their pathogenesis, since this microorganism has the ability to induce its own 

endocytosis in epithelial cells and most probably in macrophages. The 

micronutrient uptake by the fungus presents unique role, both for its nutritional and 

invasive procedure, such as for survival within the host cell. The endocytic 

pathway in microorganisms is of fundamental importance in the regulation of this 

process. The aim of this study was to evaluate the endocytic pathway of Pb18 and 

also macrophages infected with this fungus. The evaluation of the endocytic 

pathway of Pb18 was performed under the condition that depletion of metals, 

where the genes were analyzed Clathrin and Ypt7 (Rab7 homolog) by RT-PCR 

semi-quantitative and real-time PCR (RT-PCR quantitative). Was also analyzed by 

Pb18 infection of macrophages cultured in the depletion of metals at different 

oxygen tensions. The endocytic pathway of macrophages was analyzed by 

quantitative RT-PCR and immunofluorescence. This analysis was performed when 

the fungus was grown at different oxygen tensions and macrophages were 

infected with this and when the infection was incubated at different oxygen 

tensions. The genes were evaluated Clathrin, EEA1 (early endosome antigen 1), 

Rab5, Rab7 and LAMP-1. Our results demonstrate increased expression of 

Clathrin and Ypt7 by Pb18 grown in depletion of metals. Infection of macrophages 

was higher when Pb18 was cultured in the depletion of iron and copper. The 

increased expression of Clathrin in depletion of copper and iron depletion 

particularly in + copper + zinc and Ypt7 showed increased expression mainly in 

the depletion condition of zinc, copper and iron + copper. When Pb18 was 

cultivated under aerobic decreased expression of genes Clathrin, Rab5 and 
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LAMP-1. Gene expression of endocytic pathway was influenced by the condition 

of the oxygen that were exposed macrophages and also by factors inherent in the 

fungus. P. brasiliensis was co-located in clathrin-coated vesicle and EEA1 positive 

phagosome. Thus, it can be concluded that in P.brasiliensis, nutrient like metals is 

Clathrin- endocytosis dependent and Ypt7 and Pb18 modulates the expression of 

EEA1 and other endocytic pathway genes, together with the oxygen tension to 

possibly promote their survival in the host organism. 

 
 
Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, endocytic pathway, depletion of metals 

and oxygen tension. 
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1. Introdução 
 
1.1 Complexo Paracoccidoides: considerações gerais 
 

Os fungos dimórficos do complexo Paracoccidioides, espécies 

P.brasiliensis (espécies crípticas S1, PS2, PS3) e P.lutzii (Pb01-like espécies) são 

os agentes etiológicos da paracoccidioidomicose (PCM), doença granulomatosa 

crônica, endêmica na América Latina, principalmente no Brasil (MATUTE et al., 

2006a; MATUTE et al., 2006b; CARRERO et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2009). 

Este fungo pertence ao Reino Fungi, está classificado na Divisão Eumycota, 

Subdivisão Ascomycota, Ordem Onygenales e família Onygenaceae (LECLERC 

et al., 1994; NINO-VEGA et al., 2007; SAN-BLÁS  et al., 2002) de acordo com 

análise da subunidade de rDNA, outras sequências gênicas e estrutura de 

galactomananas da parede celular (SAN-BLAS et al., 2005). Até 2006, acreditava-

se que havia uma única espécie dentro do gênero Paracoccidioides. Nesse 

mesmo ano, Matute et al. descreveram a existência de três espécies filogenéticas 

diferentes (S1, PS2 e PS3) do complexo P. brasiliensis. Carrero et al. (2008), 

propuseram Pb01, como uma nova de espécie do gênero Paracoccidioides, já 

que esta se diferenciava das espécies filogenéticas descritas por Matute et al. em 

2006. Em 2009, estudando outros isolados, Teixeira et al. classificaram os 

isolados Pb01 como uma nova espécie, P. lutzii. Recentemente, Teixeira et al. 

(2013) demonstraram a possível presença de fase sexual nas espécies do gênero 

Paracoccidioides, este até então classificado como organismo assexuado. 

A relevância de se estudar estes fungos se deve à sua prevalência no 

Brasil, principalmente nas regiões sul, sudeste e centro-oeste, além da gravidade 

de algumas de suas formas anátomo-clínicas, de suas sequelas e das taxas de 

mortalidade. O complexo P. brasiliensis está presente nas regiões norte, sul, 

sudeste e centro-oeste e P. lutzii na região centro-oeste e mais recentemente 

foram descritos dois casos na região Amazônica (THEODORO et al., 2012; 

MARQUES DA SILVA et al., 2012). Além do Brasil, a PCM é endêmica em países 

da América Central e em outros da América do Sul, como Colômbia, Venezuela e 

Argentina (COUTINHO et al., 2002; NEGRONI, 1993; SANTO et al., 2008; 

TRAVASSOS et al., 2008; WANKE; LONDERO, 1994; PRADO et al., 2009). 
A maioria dos estudos foi realizado em P.brasiliensis e só mais 
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recentemente na espécie P. lutzii. A PCM é uma doença que pode afetar 

diferentes órgãos e consequentemente, P. brasiliensis têm mecanismos que o 

capacitam a aderir, extravasar e invadir barreiras impostas pelos tecidos do 

hospedeiro (LOPES et al., 1985; MENDES-GIANNINI et al., 1994; LENZI et al., 

2000). Os agentes de micoses sistêmicas possuem alguns fatores que permitem 

o seu crescimento nas condições adversas proporcionadas pelo hospedeiro, que 

podem contribuir para o desenvolvimento da doença (CASADEVALL; PIROFSKI, 

1999). 

 A adesão de Paracoccidioides spp. aos tecidos do hospedeiro representa 

uma fase crítica no desenvolvimento da infecção fúngica. Esse tipo de adesão é 

mediado por componentes específicos na superfície da célula fúngica, chamadas 

de adesinas (Figura 1), as quais frequentemente ligam-se aos componentes da 

matriz extracelular (MEC) (LENZI et al., 1991; PATTI et al., 1994).  

 

 

Figura 1: Matriz extracelular. A - Tecido conjuntivo subjacente ao epitélio. B – 

Estrutura molecular da lamina basal. 

 

Depois da adesão sobre as estruturas complementares do hospedeiro, o 

fungo pode expressar diferentes fenótipos dependendo do isolado, do hospedeiro 

(susceptível ou resistente), local de inoculação e outros fatores. Paracoccidioides 

spp. têm a capacidade de espalhar-se do foco primário, invadir o sangue e os 

vasos linfáticos, sendo transportado através dos vasos para então disseminar-se 

para outras partes do organismo (MENDES-GIANNINI et al., 2000). A literatura 

descreve diversas adesinas e enzimas, e acredita-se que tenham papel 

importante na patogênese de Paracoccidioides spp. (VICENTINI et al., 1994; 

ALBERTS (2004) 
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ANDREOTTI et al., 2005; GONZALEZ et al., 2005; BARBOSA et al., 2006; 

PEREIRA et al., 2007; MENDES-GIANNINI et al., 2006; DONÓFRIO et al., 2009; 

DA SILVA NETO et al., 2009; SOARES et al., 2010; HERNANDEZ et al. 2011).  

Paracoccidioides spp. tem acesso ao organismo via inalação de propágulos 

da fase miceliana, artroconídios e aleuroconídios, que invadem as vias aéreas 

terminais, alvéolos e bronquíolos terminais, onde se transformam em células 

leveduriformes (RESTREPO, 1985). Quando os propágulos infecciosos interagem 

com as células do hospedeiro, o primeiro contato ocorre nos alvéolos pulmonares. 

Neste momento, a capacidade invasiva do fungo irá depender de mecanismos 

adaptativos do mesmo em resistir à temperatura corporal e à fagocitose 

(CAMARGO; FRANCO, 2000).  

Sabe-se que as condições de oxigênio influenciam o processo infeccioso, e 

um passo fundamental para compreender as interações fungo-hospedeiro é 

elucidar como as tensões micro-ambientais encontradas pelos 

patógenos e células hospedeiras interagem na dinâmica da infecção. Muito 

pouco se conhece sobre como os fungos patogênicos humanos respondem a 

limitação de oxigênio, particularmente quando as condições de hipóxia são 

encontrados no tecido do hospedeiro (SHEPARDSON et al., 2012). 

O oxigênio é necessário para sobrevivência dos fungos e das células 

hospedeiras e, quando os níveis de oxigênio são insuficientes para os processos 

celulares normais, um estresse significativo é colocado sobre organismos 

eucarióticos aeróbicos obrigatórios. O oxigênio é um elemento importante para a 

produção de ATP por meio da fosforilação oxidativa, na produção de esterol, na 

síntese de ácidos graxos, e outras vias que estão envolvidos no metabolismo e 

crescimento celular (SHEPARDSON et al., 2012). 

No ambiente, a disponibilidade de oxigênio é geralmente descrita como 

anaeróbia ou anóxica (completa ausência de oxigênio), hipóxica (redução do 

oxigênio disponível em comparação com os níveis atmosféricos) ou normóxica 

(geralmente níveis atmosféricos de O2 de 21%). No contexto da patogênese 

microbiana, os locais de infecção são geralmente um ambiente de hipóxia. O nível 

de oxigênio exato que define hipóxia localizada in vivo é difícil de ser identificado, 

e provavelmente vai variar de acordo com as diferentes patologias e a localização 

anatômica. Em tecidos saudáveis do corpo humano, os níveis de oxigênio 
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considerados normais variam de 2,5 a 9%. No pulmão humano saudável a 

disponibilidade de oxigênio está em torno de 14% (GRAHL et al., 2012). 

Paracoccidioides spp podem acometer diferentes órgãos, entre eles o 

pulmão, e sabe-se que a superfície da mucosa pulmonar apresenta uma interface 

entre o compartimento interno do corpo e a atmosfera externa, que fornece o 

oxigênio necessário para a maior parte da atividade celular metabólica, sendo a 

chave para a sobrevivência do organismo. Quando um microrganismo patogênico 

interage com as células do tecido do hospedeiro, ocorrem danos como 

inflamação, trombose e necrose, e assim há diminuição da perfusão tecidual com 

consequente diminuição da concetração de oxigênio local (GRAHL et al., 2012). 

Os níveis de oxigênio em locais de infecção parecem desempenhar papéis 

importantes para determinar o resultado de interações imune do hospedeiro com 

patógenos celulares e o maior regulador de adaptação à hipóxia celular é o fator 

indutor de hipóxia 1-alfa (HIF-1α). 

Em condições de baixa tensão de oxigênio (hipóxia), Candida albicans 

alterna de levedura para crescimento em forma de hifas, uma alteração fenotípica 

que é associada com invasão e virulência (DOEDT et al., 2004; MULHERN et al., 

2006). Em 2012, Shepardson et al. demonstraram que o ambiente de hipóxia in 

vivo, altera a dinâmica da parede celular de Aspergillus fumigatus e pode afetar a 

patogenia da aspergilose pulmonar invasiva. Assim as condições de oxigênio 

encontradas no organismo contribuem para a virulência de diversos fungos 

patogênicos. 

A principal defesa do hospedeiro contra o complexo Paracoccidioides é a 

imunidade mediada por células, embora os anticorpos também estejam 

envolvidos na proteção de camundongos infectados (BORGES-WALMSLEY et al. 

2002; MATTOS-GROSSO et al., 2003). A infecção induz a formação de 

granuloma compacto, uma reação inflamatória crônica, produzida pelo organismo 

para tentar limitar a disseminação do fungo. Pacientes com doença grave tem 

menos granulomas e número maior de leveduras viáveis nas lesões. Na ausência 

de granuloma compacto, o fungo se espalha para diversos orgãos através do 

sistema circulatório e linfático, resultando em lesões disseminadas por todo o 

corpo (BORGES-WALMSLEY et al. 2002; XIDIEH et al. 1999).  
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 Segundo Kerr et al. (1988), a resposta inflamatória na formação da lesão 

granulomatosa de P. brasiliensis é divida em três fases: neutrofílica ou 

macrofágica neutrofílica, pré-granulomatosa e granulomatosa.  

O contato do P. brasiliensis com o tecido do hospedeiro desencadeia 

inicialmente reação inflamatória congestivo-exsudativa com afluxo predominante 

de neutrófilos (FORTES et al., 2011). Através de estudos histopatológicos, foi 

observado que apesar da grande quantidade de neutrófilos no início da infecção, 

estes não foram capazes de matar o fungo. Uma vez que esse não foi 

completamente eliminado, houve uma mudança no padrão de resposta do 

hospedeiro com uma subsequente substituição de leucócitos polimorfonucleares 

para fagócitos mononucleares. Durante a fase pré-granulomatosa os macrófagos 

vão adquirindo certo grau de maturidade e o exsudato neutrofilico vai diminuindo. 

Biagioni et al. (1987) sugerem que IgG e C3 desempenham papel importante no 

início da defesa do hospedeiro contra P. brasiliensis, cooperando com a 

organização e atividade fungicida do granuloma. Os anticorpos específicos ligam-

se aos fungos, bloqueando a difusão antigênica, a ativação do sistema 

complemento, e ajudando na destruição do fungo através de fagocitose ou lise. 

O granuloma pode mostrar necrose central do tipo de coagulação em 

adição à supuração central. Nas últimas fases da progressão do granuloma, 

observa-se a fase pós-necrose, que no centro de algumas reações 

granulomatosas ocorre a substituição do tecido necrótico por uma densa rede de 

fibras de colágeno argirofílicas e proteoglicanos, uma área que favorece a 

multiplicação de fungos, favorecendo seu crescimento e impedindo a ação 

fungicida dos componentes da inflamação (KERR et al., 1988; TEIXEIRA et al., 

1965). Segundo Nishikaku et al. (2009), a produção de oxido nítrico (NO) pelos 

monócitos, estimulados por P. brasiliensis, parece exercer efeito modulador 

negativo na formação de granulomas e positivo na disseminação fungica, levando 

a disseminação da PCM. 

O processo de fagocitose está restrito a fagócitos profissionais, como 

neutrófilos, macrófagos e células dendríticas, enquanto outros eventos de 

internalização ocorrem em quase todos os tipos celulares (VEIGA; COSSART, 

2006).   
McEwen et al. (1987) demonstraram que os conídios inalados são 

rapidamente convertidos em formas leveduriformes nos pulmões de 
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camundongos infectados. Em 1992, Cano et al. demonstraram que macrófagos 

pulmonares ativados inibem a transformação de conídios de P. brasiliensis em 

formas leveduriformes e que estes possivelmente destroem os conídios, sendo 

importantes para a defesa pulmonar nos estágios iniciais da infecção (CANO et 

al., 1992). Um dos mecanismos de defesa do organismo é controlar a 

transformação de conídios em leveduras através da restrição de ferro, assim 

controlam o crescimento e a transformação intracelular dos conídios ingeridos 

(CANO et al., 1994). Gonzalez et al. (2000) evidenciaram que macrófagos de 

camundongo ativados com IFN-ᵞ são capazes de destruir conídios de P. 

brasiliensis através da via do óxido nítrico. O recrutamento de leucócitos pró-

inflamatórios e a produção de citocinas podem participar no controle da infecção 

por organizar a resposta imunitária no hospedeiro expostos aos conídios de P. 

brasiliensis (GONZALEZ et al., 2003). Já macrófagos ativados com TNF-α são 

capazes de inibir a transição de conídios para leveduras por uma via NO-

independente (GONZALEZ et al., 2004). Gonzalez et al. (2007) sugeriram que o 

mecanismo fungicida de macrófagos ativados por IFN-γ, contra conídios de P. 

brasiliensis, é dependente de uma interação com ferro. IFN-ᵞ diminuiu a 

conversão de conídios de P. brasiliensis para a forma de levedura em macrófagos 

B10R, mas não em macrófagos B10S. A opsonização de conídios aumenta a 

percentagem de fagocitose e macrófagos B10R apresentaram maior percentual 

de células associadas a conídios e maior número de conídios por macrófagos que 

B10S (JIMENEZ et al., 2006). 

Em relação à fase leveduriforme, Brummer et al. (1988) demonstraram que 

leveduras de P. brasiliensis podem ser mortas por macrófagos ativados por IFN-ᵞ 

sem os produtos do “burst” oxidativo. Formas leveduriformes de P. brasiliensis 

fagocitadas por macrófagos ativados são digeridas e mortas após 48h. Deste 

modo, estas formas estão presentes em fagossomos de macrófagos residentes 

não ativados, e estes permitem a multiplicação intracelular de formas 

leveduriformes, enquanto que macrófagos ativados restringem a multiplicação, 

por sua atividade fungicida (MOSCARDI-BACCHI et al., 1994; BRUMMER et al., 

1989). Inúmeros fatores podem influenciar na resistência do hospedeiro à 

infecção por P. brasiliensis, mas a ação do IFN-ᵞ pode desempenhar papel central 

nessa resistência (HOSTETLER et al., 1993). 
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Em 1998, Almeida et al. demonstraram que a glicoproteína de 43kDa 

(gp43) está envolvida na adesão e fagocitose de P. brasiliensis por macrófagos 

peritoneais de camundongo. Popi et al. (2002) verificaram que P. brasiliensis 

modula sua fagocitose através da glicoproteína gp43, sendo esta responsável 

pela evasão do fungo e também por facilitar a sua implantação, na infecção 

primária, nos tecidos de hospedeiro susceptível. Em 1990, Mendes-Giannini et al. 

descreveram os efeitos proteolíticos da gp43 sobre colágeno, elastina e caseína, 

inferindo que a digestão de proteínas estruturais parece ter importante papel na 

instalação do fungo nos tecidos do hospedeiro. Além da gp43, a presença de 

melanina também inibe a fagocitose de leveduras de P. brasiliensis por 

macrófagos alveolares e peritoneais (DA SILVA et al.,2006).  

Além dos macrófagos, P. brasiliensis também é fagocitado por células 

dendríticas (FERREIRA et al., 2006). Em 2007, Ferreira et al. demonstraram que  

a fagocitose de P. brasiliensis por células dendríticas é mais eficiente em 

camundongos sensíveis à infecção, mas ressaltam que estas não foram capazes 

de matar P. brasiliensis. 

Tavian et al. (2008) verificaram que neutrófilos humanos conseguem matar 

P. brasiliensis através da via oxidativa na presença de interleucina-15 (IL-15). 

Dias et al. (2008) demonstraram que neutrófilos apresentam capacidade de 

destruir P. brasiliensis in vitro por ativação do “burst” respiratório durante o 

processo de fagocitose, mas ressalta que a ativação de NAD(P)-oxidase não é o 

principal mecanismo envolvido na morte de P. brasiliensis, por estas células. 

Assim, a fagocitose de P. brasiliensis, por diferentes tipos celulares depende da 

capacidade do fungo de impedir a fagocitose, através de seus fatores de 

virulência, bem como de fatores inerentes ao hospedeiro, como sua resistência e 

susceptibilidade. Assim, os macrófagos apresentam papel central na imunidade 

anti-P. brasiliensis (FRANCO, 1987). De tal modo, P. brasiliensis já foi observado 

tanto no interior dos macrófagos, neutrófilos, células dendríticas, bem como no 

interior de células epiteliais in vivo e in vitro (De BRITO et al., 1973; HANNA et al., 

2000).  

 Acredita-se que macrófagos alveolares ou células dendríticas fagocitam o 

fungo e o transportam pelo sistema linfático para região de linfonodos, onde será 

gerada uma resposta imune específica (CALICH et al., 2008). Lenzi HL e 

Restrepo A., demonstraram células leveduriformes de P. brasiliensis gemulando 
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no interior de macrófagos e sendo transportadas pelo sistema linfático (dados não 

publicados). Assim, os macrófagos apresentam duplo papel na PCM, podendo ser 

instrumento de disseminação da infecção ou instrumento de defesa do organismo. 

Em ambos os casos, eles são críticos no resultado da infecção (BENARD, 2008).  

A resposta do hospedeiro à infecção é iniciada pela secreção de diferentes 

proteínas antimicrobianas pelo epitélio pulmonar e também pela atividade 

fagocítica de macrófagos alveolares residentes (JANEWAY, 1992; JANEWAY; 

MEDZHITOV, 2002; ROMANI, 2004). A interação inicial macrófago-patógeno 

resulta na internalização do patógeno por essas células, as quais podem destruir 

o mesmo através da ação de espécies reativas do oxigênio ou enzimas líticas 

(BEUTLER, 2004; ZAAS; SHWARTZ, 2005; JANEWAY, 1992). Quando 

microrganismos são fagocitados, estes por sua vez, são conduzidos pela via 

fagolisossomo, onde alguns conseguem escapar e outros sobrevivem no interior 

das células do hospedeiro. 

 

1.2 Via endocítica 
 

Endocitose é um processo celular básico que é utilizado pelas células para 

internalizar uma variedade de moléculas (MAYOR; PAGANO, 2007). 

Macromoléculas e grandes estruturas entram nas células por endocitose, a qual é 

definida como invaginação de uma porção da membrana plasmática contendo 

proteínas e lipídeos, e ligantes extracelulares e/ou moléculas solúveis. Já íons e 

pequenas moléculas, como aminoácidos e açucares, podem atravessar a 

membrana através de canais. Diferentes tipos de endocitose foram descritos, 

diferindo no tamanho da vesícula endocítica, tamanho da “carga” e do mecanismo 

de formação da vesícula. Isto inclui fagocitose, macropinocitose, endocitose 

mediada por clatrina, endocitose mediada por caveolina e endocitose 

independente de clatrina e caveolina (VEIGA; COSSART, 2006). A endocitose 

independente de clatrina e caveolina pode ocorrer através das CLICs (Clathrin 

and dynamin independent carriers), que é uma vesícula independente de clatrina 

e dinamina, derivada da membrana plasmática. Algumas vias podem apresentar 

rotas por compartimento intermediário, como os caveossomos (MAYOR; 

PAGANO, 2007), ou por proteína rica em glicosilfosfatidilinositol (GEEC – glycosyl 
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phosphatidylinositol-anchored protein enriched early endosomal compartments) 

que são direcionadas para o endossomo precoce (Figura 2). 

 

Figura 2: Vias de entrada nas células (MAYOR; PAGANO, 2007) 
 

Para o processo de internalização é necessário inicialmente o surgimento 

de uma vesícula, que pode ser revestida por clatrina, que facilita o englobamento 

de nutrientes e também muitos receptores de sinalização após sua ligação com a 

molécula cargo. Existe a endocitose independente de clatrina, com estruturas 

revestidas por caveolina, nos casos de endocitose das células endoteliais. 

Existem dois outros mecanismos estritamente dependentes da actina cortical que 

é a fagocitose e a macropinocitose (DONALDSON et al., 2009). A endocitose 

mediada por clatrina é um modelo de transporte vesicular que está envolvido na 

internalização e reciclagem de receptores por vesículas endocíticas (DOHERTY; 

MCMAHON, 2009). Além disso, a mesma está envolvida na internalização de 

uma grande variedade de patógenos, incluindo vírus e bactérias (CONNER; 

SCHMID, 2003; MARSH; HELENIUS, 2006; VEIGA et al., 2007). Recentemente, 

Moreno-Ruiz et al. (2009) descreveram que clatrina está envolvida na endocitose 

de C. albicans.  

A via endocítica apresenta várias rotas entre a membrana plasmática, 

endossomo, lisossomo e complexo de Golgi. Assim, logo depois da 

internalização, as vesículas de transporte ligadas à membrana fundem-se com o 

endossomo precoce, enquanto que os ligantes internalizados, como proteínas e 

lipídeos de membrana retornam para a membrana, ou são transportados para o 

endossomo tardio e lisossomo para a degradação final (GRUENBERG, 2003). A 

existência de algumas moléculas, como as Rabs, que são pequenas GTPases da 
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superfamília Ras, enzimas que convertem GTP (5`-Trifosfato de guanosina) a 

GDP (difosfato de guanosina), orquestram uma sequência de eventos de fusão 

(ZERIAL; McBRIDE, 2001). Rabs são proteínas utilizadas como marcadores da 

via fagolisossomal, assim como as proteínas de membrana associadas ao 

lisossomo (LAMPs) e outras proteínas presentes na membrana lisossomal. 

LAMPs e proteína integral de membrana lisossomal (LIMPs) representam mais de 

50% das proteínas de endossomo tardio e lisossomo (MARSH et al., 1987; 

SCHWAKE et al., 2013). Considerando o tráfego de membrana, Rab GTPases e 

suas proteínas efetoras divalentes, por exemplo EEA1 (antígeno de endossomo 

precoce 1), estão implicadas na seleção da carga, brotamento, motilidade, fusão 

da vesícula e função das organelas (ZERIAL; McBRIDE, 2001; JOVIC et al., 

2010). Rab5 é a Rab de endossomo precoce mais extensivamente analisada 

(GORVEL et al., 1991, BUCCI et al., 1992, BARBIERI et al., 1996; ZERIAL; 

McBRIDE, 2001; GROSSHANS et al., 2006). Ela regula a entrada da molécula 

cargo da membrana plasmática ao endossomo precoce, a geração de 

fosfatidilinositol-3-fosfato (PtdIns (3 P) lipídica que se enriquece no endossomo 

precoce (CHRISTOFORIDIS et al., 1999; MURRAY et al., 2002), fusão 

homotípicas (GORVEL et al., 1991) e regula a motilidade do endossomo pelos 

feixes de actina e microtúbulos (NIELSEN et al., 1999; PAL et al., 2006). 

Muitos microrganismos patogênicos podem invadir células eucarióticas e 

utilizar este ambiente para se multiplicar ou escapar da resposta imune do 

hospedeiro. Quando os microrganismos são fagocitados, tanto podem ser 

destruídos, como também desenvolver diferentes estratégias que permitam sua 

replicação e sobrevivência no interior de células fagocíticas ou não fagocíticas 

(FINLAY; FALKOW, 1997). Diferentes patógenos desenvolveram estratégias na 

rota endocítica que permitem sua sobrevivência e replicação dentro da célula 

hospedeira. Shigella flexneri, Listeria monocytogenes e Rickettsiae sp dissolvem a 

ligação membrana-vacúolo após a entrada e assim têm acesso direto ao 

citoplasma rico em nutrientes. Alguns organismos como a Coxiella burnetii 

apresentam mecanismos que permitem sua sobrevivência aos agentes 

bactericidas liberados pela célula hospedeira no fagolisossomo e assim podem 

crescer no ambiente lisossomal. Outros organismos como Salmonella, 

Mycobacterium e Legionella utilizam mecanismos que evitam ou inibem alvos de 

internalização da bactéria pela fusão da via fagolisossomo, no entanto não foi 
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estabelecido o mecanismo comum utilizado por esses microrganismos (FINLAY; 

FALKOW, 1997; AMER; SWANSON, 2002). 

O estudo da via endocítica em células infectadas com diferentes 

microrganismos já foi amplamente estudado. Batista et al. (2006) demonstraram 

que em cardiomiócitos, após a invasão por Trypanosoma cruzi, a expressão de 

EEA1 foi reduzida nas células infectadas, o que poderia contribuir para alteração 

no brotamento e transporte de vesículas e eventos de fusão de endossomo 

precoce. Wozniak et al. (2008) descreveram a via endossomal e lisossomal em 

células dendríticas quando estas fagocitam Cryptococcus neoformans, 

demonstrando a presença do fungo no ambiente lisossomal. Fernadez-Arenas et 

al. (2009) demonstraram que C. albicans utiliza múltiplas estratégias de 

sobrevivência intracelular, o que leva a persistência da infecção, sendo 

considerado um mecanismo de evasão da mesma. 

A via endocítica em células infectadas com P. brasiliensis ainda é pouco 

conhecida. Especula-se que o mesmo se dissemine pelo organismo através dos 

macrófagos. Em nosso estudo da via endocítica com macrófagos AMCJ2-C11 

infectados com P. brasiliensis, foi observado diminuição na expressão da proteína 

EEA1, o que talvez possa contribuir para a sobrevivência de P. brasiliensis no 

interior das células infectadas ou mesmo alterar processos celulares básicos 

(VOLTAN, 2008). EEA1, em coordenação com os membros da família SNAREs, é 

essencial para a fusão do endossomo precoce in vivo (MILLS et al., 1998; 1999), 

esta pode interagir diretamente com sintaxina-6 e sintaxina-13, duas meta-Snares 

(t-SNAREs) (McBRIDE et al., 1999; SIMONSEN et al., 1999; MILLS et al., 2001). 

EEA1 também contém um domínio que especificamente se liga a PtdIns (3)P 

(RAIBORG et al., 2001). Assim a dupla ligação do EEA1 para GTP-Rab5 e PtdIns 

(3) P modula a sua localização nas membranas do endossomo precoce (LAWE et 

al., 2002). 

Os mecanismos de escape de microrganismos patogênicos na célula 

hospedeira compreendem uma série de eventos de sinalização, possibilitando a 

propagação do microrganismo. Diferentes classes de proteíno-quinases (PKs) 

apresentam papel na transdução de sinais extracelulares e regulação de 

processos essenciais nas células de mamíferos, como crescimento, 

diferenciação, transcrição, doença e morte celular (COURTNEIDGE, 1994; 

DICKMAN; YARDEN, 1999; HUNTER ,1995; JARVIS et al., 1994). A fagocitose 
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de alguns fungos pelas células é dependente da atividade de proteíno-quinase C 

(KAPOSZTA et al., 1999; BELANGER et al., 2002; LIMONGI et al., 2003). 

Estudos prévios demonstraram que alguns patógenos dependem da via de 

sinalização de fosfolipídios de membrana, através do fosfatidilinositol 3-quinase 

(PI3K), para a regulação da via fagolisossomal. Andrade e Andrews (2004), 

utilizando wortmanina, um inibidor de PI3, verificaram a inibição da entrada das 

formas tripomastigotas de T. cruzi. Monteiro da Silva (2004) avaliou a 

necessidade da fosforilação da tirosino-quinase, tanto em P. brasiliensis como 

nas células epiteliais através da inibição da via com genisteína, o que acarretou 

uma inibição significativa da invasão fúngica, concluindo que a via de sinalização 

nas células epiteliais, envolvendo o receptor de tirosino-quinase, é necessária 

para possibilitar a invasão de P. brasiliensis. Além dos fungos, outros 

microrganismos também necessitam da atividade das proteínas tirosino-quinases 

para a invasão de células hospedeiras.  

Além deste possível mecanismo, sabe-se que P. brasiliensis induz 

apoptose (morte celular programada) quando invade células epiteliais ou 

fagócitos, o que beneficia sua sobrevivência intracelular (MENDES-GIANNINI et 

al., 2004). Em 2008, Silva et al. demonstraram que P. brasiliensis induz a 

apoptose de macrófagos através da expressão de caspase 2, 3 e 8. Caspases 2 e 

8 desencadeiam a transdução de sinais para clivagem de outras caspases, como 

a caspase-3, que acarretará em eventos celulares que leva a apoptose. A indução 

de apoptose também foi observada por Del Vecchio et al. (2009), quando 

verificaram que P. brasiliensis modulava a apoptose de células epiteliais A549 

através da expressão de moléculas apoptóticas, como bcl-2, bak, caspase-3, 

confirmando que através da indução da apoptose o fungo pode sobreviver e se 

disseminar para outras partes do organismo.  Por outro lado, alguns estudos têm 

avaliado danos teciduais através da liberação de LDH (lactato desidrogenase). 

Um exemplo é a infecção de macrófagos por diferentes cepas de Rickettsia, que 

demonstrou baixa taxa de lise celular (RADULOVIC et al., 2002). Danelishvili et al. 

(2003) descreveram que a morte de macrófagos infectados com M. tuberculosis 

esta associada à apoptose, enquanto que a morte de células epiteliais alveolares 

está associada à necrose. Em 2011, Silva et al. demonstraram que a interação de 

C. albicans e C. glabrata com epitélio oral provoca dano tecidual e  aumento da 

liberação de LDH pelo epitélio. 
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1.2.1 Expressão de proteínas de via endocítica em microrganismos 
 

Além da análise da presença de via endocítica em células infectadas com 

microrganismos, a literatura tem apresentado a expressão de proteínas de via 

endocítica também em microrganismos. Côrrea et al. (2008) demonstraram a 

expressão de clatrina nas formas epimastigotas de T. cruzi. Já a primeira 

descrição de clatrina em leveduras foi realizada por Muller e Branton (1984), na 

levedura Saccharomyces cerevisiae. A expressão de clatrina em leveduras está 

envolvida principalmente na endocitose de receptores, mas na ausência de 

clatrina, a endocitose de receptores continua a acontecer, mas de forma mais 

lenta (BAGGETT; WENDLAND, 2001). Em 2008, Voltan descreveu a expressão 

de clatrina no fungo P. brasiliensis pela técnica de imunofluorescência. 

Endocitose mediada por clatrina é um processo no qual todas as células 

eucarióticas internalizam nutrientes, antígenos, fatores de crescimento, patógenos 

e reciclam receptores (TAKEI; HAUCKE, 2001). Além da clatrina, outras proteínas 

de via endocítica foram descritas em microrganismos, como as GTPases 

monoméricas (200 – 230 aminoácidos), que em mamíferos é denominada de Rab 

e em leveduras é chamada de Ypt, a qual apresenta papel na regulação dos 

diferentes estágios do tráfego de vesículas. A família de Ypt GTPases pertencem 

a superfamília de proteínas Ras, sendo que há 29 membros dessa superfamília 

em S. cerevisiae (LAZAR et al., 1997; GOTTE et al., 2000). Em 1992, Wichmann 

et al. descreveram pela primeira vez a proteína homóloga de Rab7, Ypt7p, em 

leveduras. Schimmöller e Riezman (1993) propuseram o papel de Ypt7p na 

regulação do transporte de vacúolo para endossomo tardio em leveduras. Além 

da expressão em leveduras, as proteínas Rabs também já foram descritas em 

Entamoeba histolytica (TANAKA et al., 1997; TEMESVARI et al., 1999), em 

Paramecium sp (SURMACZ et al., 2003), em Lentinula edodes (Shiitake) (LEE et 

al., 2007), entre outros. Também em 2008, Voltan relatou a presença de 

expressão de Rab7 por leveduras de P. brasiliensis, mas pouco se conhece sobre 

a via endocítica deste microrganismo, principalmente nas diferentes condições do 

hospedeiro, como na depleção de micronutrientes (ferro, cobre e zinco), já que 

esta depleção está fortemente relacionada com a interação parasito-hospedeiro. 

O suprimento de cobre, ferro e zinco são essenciais para todos os 

organismos vivos (SILVA et al., 2011). Ferro e cobre são necessários devido ao 
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seu papel como cofatores em funções metabólicas essenciais e ao mesmo tempo, 

a sua reatividade com peróxido de hidrogênio resulta na formação de radicais 

hidroxilas, altamente tóxicos, o que determina o requerimento de mecanismos que 

regulam a captação e estocagem desses nutrientes (RATLEDGE; DOVER, 2000). 

Em resposta à infecção, o hospedeiro tem desenvolvido estratégias para limitar a 

disponibilidade de ferro para o patógeno, já que nos tecidos não há ferro livre 

(SCHAIBLE; KAUFMANN, 2004). O cobre é um metal essencial para muitos 

organismos aeróbicos, o qual serve também como cofator estrutural e enzimático 

para enzimas envolvidas na geração de energia, aquisição de ferro, transporte de 

oxigênio e metabolismo celular, entre outros processos. Além do ferro e cobre, o 

zinco é também um metal crítico, já que é o centro catalítico de numerosas 

enzimas, além de apresentar papel importante na funcionalidade de uma ampla 

variedade de proteínas (SILVA et al., 2011).  

Homeostase de ferro no organismo é finamente regulada para assegurar 

disponibilidade suficiente de ferro para as numerosas funções essenciais na qual 

o ferro está envolvido, mas evitando o excesso de ferro, que promove dano 

tecidual através da formação de espécies reativas de oxigênio (ROS). Os 

macrófagos são células chave na tentativa de manter o equilíbrio ideal de ferro no 

processo inflamatório. No local da inflamação, o nível de retenção de ferro, em 

macrófagos inflamatórios previne acesso de ferro para patógenos extracelulares, 

mas favorece aqueles que têm sido capaz de adaptar-se à vida intracelular. Por 

exemplo, em relação à defesa do hospedeiro, uma vez que quase todos os 

agentes patogênicos necessitam de ferro para seu crescimento, estratégias 

destinadas a restringir a disponibilidade de ferro podem representar caminhos 

promissores para defesa do organismo (RECALCATI et al., 2013). 

Quando em excesso, esses metais podem ser tóxicos, portanto distúrbios 

nos níveis de ferro e cobre, podem causar graves efeitos no metabolismo celular, 

crescimento e desenvolvimento dos organismos (DE FREITAS, 2002). 

O transporte desses metais para o interior das células é realizado através 

da via endocítica (GOTTE; LAZAR, 1999). É sabido que o receptor de transferrina 

leva para interior da célula a transferrina (transportador de ferro), e após liberar o 

ferro para o endossomo, o receptor é reciclado novamente para a membrana 

plasmática juntamente com a apotransferrina (transferrina livre do átomo de ferro). 

Assim, a transferrina circula para dentro e para fora da célula através do 
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compartimento endossômico (ALBERTS, 2004). Doherty e McMahon (2009) 

descreveram que o transporte do receptor de transferrina ocorre através de 

vesículas revestidas por clatrina (a mesma é um tipo de revestimento de vesícula 

entre outros existentes, para endocitose de microrganismos, susbtâncias, 

receptores, entre outros elementos). A transcrição de transportadores de zinco 

(ZTR1 e ZTR2) é induzida na limitação de zinco na célula, que é mediado pelo 

ativador transcricional ZAP1 (ZHAO; EIDE, 1997). Em baixas condições de zinco, 

ZAP-1 ativa a expressão do gene ZTR1 e ZTR2, sendo zinco o regulador da 

endocitose de ZTR (GITAN et al., 1998).  

Assim, por meio da determinação da rota endocítica, tanto em macrófagos 

infectados, como em P.brasiliensis, será possível avançar nos conhecimentos 

relativos à interação deste fungo com macrófagos e deste modo contribuir para 

possíveis alvos terapêuticos. 
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2. Objetivos 
 
2.1 Objetivo Geral 
 
Avaliar a expressão de genes/ proteínas de via endocítica em P. brasiliensis e em 

macrófagos infectados com o fungo na fase leveduriforme. 

 
2.2 Objetivos Específicos 
 

� Determinar alterações na via endocítica de P. brasiliensis cultivado na 

depleção de metais através de PCR em tempo real; 

� Determinar por PCR em tempo real as alterações na via endocítica de 

macrófagos infectados com P. brasiliensis, quando este foi incubado em 

diferentes tensões de oxigênio;  

� Determinar por PCR em tempo real as alterações na via endocítica de 

macrófagos infectados por P. brasiliensis, quando a infecção foi incubada em 

diferentes tensões de oxigênio; 

� Co-localizar P. brasiliensis dentro de fagossomos formados em macrófagos, 

determinando as proteínas endossomais/lisossomais envolvidas. 
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3. Materiais e Métodos 

 
3.1 Fluxograma dos experimentos realizados 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Figura 3: Fluxograma da avaliação da via endocítica da fase leveduriforme de P. 

brasiliensis (Pb18) cultivado na depleção de metais e avaliação da via endocítica 

de macrófagos infectados com Pb18 em diferentes tensões de oxigênio. 

 

3.2 Microrganismos 
 
 Foi empregado o isolado 18 de P. brasiliensis (Pb) na fase leveduriforme, 

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

Medicina da Universidade de São Paulo (FM-USP), gentilmente cedido pela 

Profa. Dra. Vera Calich. Este foi obtido de caso de paracoccidioidomicose no 
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Brasil. Durante a realização deste trabalho, o isolado havia sido recentemente 

isolado de animal e foi mantido em meio de Fava-Netto em estufa a 35ºC e 

repicado a cada 3-4 dias.   

 
3.3 Preparo dos meios de cultura para cultivo de P. brasiliensis 
 

Foi utilizado o ágar e caldo Fava-Netto (Fava-Netto, 1955) e o meio 

quimicamente definido conhecido como MVM (McVEIGH; MORTON, 1965, 

modificado por RESTREPO; JIMENEZ, 1980) contendo: glicose 1%, fosfato de 

potássio monobásico (KH2SO4) 11 mM, sulfato de magnésio (MgSO4) 2 mM, 

cloreto de cálcio (CaCl2) 1 mM, sulfato de amônio (NH4SO4) 15 mM, L-

asparagina 0,02%, L-cistina 0,002%, solução de vitaminas 1% e solução de 

elementos traços 0,1%.  

A solução de vitaminas consistiu de cloridrato de timina 0,6 mg, niacina 0,6 

mg, pantotenato de cálcio 0,6 mg, inositol 0,1 mg, biotina 0,01 mg, riboflavina 0,1 

mg, ácido fólico 1 mg, cloreto de colina 1 mg, cloridrato de piridoxina 1 mg, H2O 

quantidade para 10 mL de solução e a Solução de elementos de traços de ácido 

bórico (H3BO3) 900 mM, sulfato de cobre (CuSO4) 600 mM, sulfato ferroso 

amoniacal (Fe(NH4)2(SO4)2) 4 mM, sulfato de manganês (MnSO4) 200 mM, 

molibdato de amônia ((NH4)6Mo7O24) 29 mM, sulfato de zinco (ZnSO4) 2,75 

mM.  

O meio então sofreu modificações para se adequar às diferentes condições 

de depleção de micronutrientes, como: MVM completo (Controle), MVM sem 

sulfato de cobre, MVM sem sulfato de ferroso, MVM sem sulfato de zinco, MVM 

sem sulfato ferroso e sem sulfato de cobre e MVM sem sulfato de cobre/ sulfato 

ferroso e sulfato de zinco (MVM incompleto). Além da retirada do metal do meio, 

para garantir a ausência desse íon foi utilizado, de acordo com a necessidade, o 

quelante de cobre (batocuproinadisulfonato sódico - BCS) 50µM, o quelante de 

ferro (batofenantrolinadisulfonato - BPS) 50µM e o quelante de zinco 

[N´N´N´_,N´_ tetrakis (2-pyridyl-methyl) ethylenediamine – TPEN]. 

 
3.4 Cultivo de P. brasiliensis 
 
3.4.1 Cultivo de P. brasiliensis na depleção de metais 
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 Para os experimentos, células leveduriformes de Pb18 foram removidas do 

ágar Fava-Netto e transferidas para caldo Fava-Netto, que foi mantido durante 

72h a 37ºC sob agitação de 200rpm. Após o período de incubação, a cultura foi 

centrifugada a 12.000g/10min e as células foi lavada uma vez com tampão salina-

fosfato (PBS) 0,05M pH 7,2 estéril e em seguida foram ressuspendidas em 5 mL 

de MVM. Um inóculo de 2x106 células foi colocado em MVM e incubado por 16h a 

37ºC sob agitação de 200rpm. Posteriormente, as células foram transferidas para 

o MVM adaptado para os metais e incubadas por 3h a 37ºC sob agitação de 

200rpm. Em seguida, as células foram centrifugadas a 12.000g/10min e depois 

lavadas uma vez com PBS 0,05M estéril, o fungo foi utilizado para os ensaios de 

infecção com macrófagos e também para a extração de RNA, onde o pellet foi 

armazenado em freezer -70ºC. 

 

3.4.2 Cultivo de P. brasiliensis em diferentes tensões de oxigênio 

 

 Para os ensaios de análise de via endocítica de macrófagos infectados 

com Pb18, este foi cultivado em diferentes tensões de oxigênio. O cultivo de P. 

brasiliensis foi realizado em caldo Fava-Netto, sendo que este foi incubado por 

cinco dias em condições de aerobiose e microaerofillia. Após este período, a 

cultura foi centrifugada à 2500rpm/ 10min e o pellet lavado 2x com PBS estéril e 

com este realizada a infecção de macrófagos. A viabilidade das leveduras foi 

testada com azul de Trypan. 

 

3.5 Cultura de macrófagos AMJ2-C11 
 
 Neste estudo foi utilizada a linhagem de macrófagos alveolares de 

camundongo - AMJ2-C11 (ATCC CRL-2456), obtida do banco de células do Rio 

de Janeiro (BCRJ). Estes foram cultivados em garrafas plásticas, em meio DMEM 

(Sigma) suplementados com soro fetal bovino (SFB) 10% e antibióticos 1%, e 

mantidos à temperatura de 36,5ºC. 

Decorridos 3 a 4 dias, as garrafas de células foram submetidas a 

tripsinização. Para isso, a monocamada formada foi lavada com PBS 0,05M, pH 

7.2 estéril e, após lavagem, este foi desprezado para então acrescentar 2mL de 

ATV-solução de tripsina 0,2% e EDTA 0,02% (Adolfo Lutz). Seguidos 1-2 minutos, 
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as células foram homogeneizadas com volumes variados do meio DMEM 

acrescido de SFB e antibióticos. O volume total da suspensão celular obtido foi 

transferido para outras garrafas, de modo a se obter uma concentração celular de 

106 células/mL.  

 

3.6 Infecção de macrófagos por P. brasiliensis 

 
3.6.1 Preparo do inóculo de P. brasiliensis 

 

 A fase leveduriforme de Pb18 foi cultivada em meio Fava-Netto e MVM a 

35ºC. Foi adicionada uma quantidade suficiente de PBS 0,05M estéril, uma 

quantidade de fungo para obtenção de uma suspensão turva e homogênea, 

correspondente a 1x105 células/mL, quantidade esta estabelecida pela contagem 

das células em hemocitômetro. A viabilidade (> 90%) foi avaliada pelo azul de 

Trypan.  

 

3.6.2 Períodos de Infecção 
 

A infecção de macrófagos AMJ2-C11 com a fase leveduriforme de Pb18 foi 

avaliada nos intervalos de tempo de 2, 6, 12 e 24h, de acordo com Silva et al. 

(2008). 

 

3.7 Ensaio de infecção total de macrófagos alveolares AMJ2-C11 com P. 

brasiliensis  
 

Os ensaios de infecção foram realizados em placas de 24 orifícios 

contendo no interior uma lamínula redonda 13 mm, de acordo com Monteiro da 

Silva et al. (2004) com modificações. Para os ensaios foi utilizada uma suspensão 

de macrófagos alveolares padronizada de 105 células/mL. Assim, após a 

tripsinização e homogeneização da suspensão celular, 200�L desta foi retirada da 

garrafa, e diluída em 1,8 mL de meio de cultivo DMEM e então foi realizada a 

contagem das células em hemocitômetro, para que, através de diluições 

adequadas, fosse ajustada a concentração desejada. Ao término desta etapa, 

1,0mL dessa suspensão de células foi dispensada em cada orifício da placa e 
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esta incubada a 36,5ºC por 24h, para que a monocamada celular fosse formada 

sobre a lamínula.  

Após a formação do tapete celular sobre as lamínulas contidas na placa de 

24 orifícios, o sobrenadante foi desprezado e as células lavadas por 3 vezes com 

1mL cada de PBS 0,05 M, pH 7.2 estéril. Para infecção com a fase leveduriforme 

de Pb18, cada poço foi inoculado com 500�L da suspensão padronizada de Pb18 

em PBS e então acrescentado 500�L de meio de cultivo e em outros poços foram 

acrescidos apenas de 1,0 mL de meio de cultivo. A seguir, as células infectadas e 

não infectadas foram incubadas em estufa a 36,5ºC, em diferentes períodos de 

tempo. 
Foram realizados ensaios de infecção com macrófagos alveolares com 

Pb18 cultivado na depleção de micronutrientes, Pb18 cultivado em ambiente de 

aerobiose e microaerofilia. Os ensaios de infecção com Pb18 cultivado na 

depleção de metais foi realizado com o período de 6h e com o Pb18 cultivado em 

aerobiose e microaerofilia foi realizado com 2, 6, 12 e 24h. Após os períodos de 

infecção citados, as células foram lavadas 3x com PBS estéril e então lisadas 

com 500 µL de água estéril gelada. A partir do lisado obtido, 100µL deste foi 

plaqueado em meio 192 e após 10 dias de incubação à 37ºC foram contadas as 

UFC (unidade formadora de colônias) obtidas. 

 

3.8 Preparação de anticorpos anti - P. brasiliensis 
 
3.8.1 Extrato cell-free 
 

 Este extrato foi obtido com o isolado 18, na fase leveduriforme, de acordo 

com Camargo et al. (1991). Cerca de 300mg de crescimento com 3-4 dias em 

meio Fava Netto foram adicionados em 1mL de PBS, pH 7,4 0,01M estéril. Esta 

mistura foi agitada em vortex por 30 segundos e centrifugada a 400 x g por 1 

minuto. O sobrenadante (antígeno cell-free) foi retirado, aliquotado e armazenado 

a –20oC. A concentração proteica foi quantificada pelo método de Lowry et al. 

(1951) e em seguida a amostra foi avaliada por SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970; 

STUDIER, 1973). 
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3.8.2 Produção de anticorpos policlonais anti-cell-free 
 
3.8.2.1 Soro anti-cell-free de P. brasiliensis 

 
 Soro anti-cell-free de P. brasiliensis foi produzido a partir do antígeno cell-

free do isolado 18. Quantidades de 0,2; 0,5; 0,7 e 1,0mL do antígeno (500�g/mL) 

foram inoculados intradermicamente em coelho, intercaladas as inoculações a 

cada quatro dias, sendo que nas duas primeiras a suspensão foi emulsificada 

com adjuvante incompleto de Freund. Decorridos 15 dias da última inoculação, 

uma sangria de prova foi realizada e a avaliação do título de anticorpos foi feita 

através da técnica de imunoblot. Em seguida, foram feitas quatro doses de reforço 

de 1,0mL cada, em um intervalo de 15 dias de cada aplicação. Nova sangria de 

prova foi realizada e após 15 dias da última inoculação a sangria total. O anti-soro 

obtido foi precipitado com sulfato de amônio, aliquotado e estocado a –70ºC. 

  
3.9 Reação de imunofluorescência dupla segundo Heesemann e Laufs 
(1985) 
 

Foi realizada a imunofluorescência com as lamínulas preparadas com 

monocamada de macrófagos infectados e não-infectados com P. brasiliensis 

(conídios e fase leveduriforme). O uso de dois fluoróforos possibilitou a 

observação do fungo intra e extracelular e das proteínas celulares como descrito 

por Heesemann e Laufs (1985). A reação dupla foi realizada com anticorpo 

primário anti-cell-free (Pb18) para a marcação do fungo e anticorpo secundário 

anti-IgG de coelho conjugado com Alexa Fluor®594 (Molecular Probe). Para a 

observação de proteínas da via fagolisossomal celular foi utilizado anticorpo 

primário específico e anticorpo secundário anti-IgG conjugado com Alexa Fluor® 
488 (Molecular Probe).  

As lamínulas contendo a monocamada de células infectadas com P. 

brasiliensis foram permeabilizadas com Triton X-100 0,5% em PBS e incubadas a 

temperatura ambiente por 30 min. Após lavagens com PBS-Tween-20 0,25% 

(PBS-T) gelado, foram incubadas com solução de bloqueio (BSA 2,5% - Sigma-

Aldrich® + leite Molico desnatado® 1% + Soro fetal bovino 8%) (FERNANDES DA 

SILVA, 1998) por 30 minutos à temperatura ambiente. Após o período de 
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incubação, a solução de bloqueio foi desprezada e então foi adicionado o 

anticorpo primário anti-cell-free do isolado de Pb18 (título 1:50 em PBS) por uma 

hora a 37ºC. Após novas lavagens com PBS-T gelado, as lamínulas foram 

incubadas com anti-IgG de coelho conjugado com Alexa Fluor®594 (título 1:300 

em PBS) por uma hora a 37ºC. Após novas lavagens com PBS-T foi realizada a 

incubação com anticorpo primário utilizado, como descrito na tabela 1, por 1h a 

37ºC e o anticorpo secundário anti-IgG camundongo conjugado com Alexa 

Fluor®488, por 30 minutos a 37ºC. Por último, as lamínulas foram novamente 

lavadas com PBS-T gelado e foi adicionado 300µL de DAPI (4′,6-diamidino-2-

phenylindole)  (0,5µg/mL) e incubados por 10 minutos à 37ºC. Após novas 

lavagens com PBS-T gelado, as lamínulas foram montadas com anti-fading 

(phenylenediamine (Sigma-Aldrich®)/ glicerol/ PBS 0.01M pH 8.6) e as imagens 

foram analisadas por microscopia confocal a laser (LSM 510 – META, Zeiss®). Na 

tabela 1 estão descritos os reagentes empregados neste trabalho e seus 

respectivos títulos e origem. 

 

Tabela 1: Reagentes utilizados nas reações de imunofluorescência. 

Reagentes Título    Origem    Marca/ Código 

Clatrina 1/50 Monoclonal 

camundongo 

Sigma-Aldrich® 

Cód. C1860 

EEA1 1/100 Monoclonal 

camundongo 

Sigma-Aldrich® 

Cód. E7659 

Rab5 1/100 Monoclonal 

camundongo 

Sigma-Aldrich® 

Cód. R7904 

Rab7 1/100 Monoclonal 

camundongo 

Sigma-Aldrich® 

Cód. R8779 

LAMP-1 1/100 Monoclonal 

camundongo 

Santa Cruz 

Biotech 

Cód. Sc-17768 

Alexa®Fluor 488 1/300 Camundongo Molecular Probe® 

   Cód. A11029 

Alexa®Fluor 594 1/300 Coelho Molecular Probe® 

Cód. A11012 
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3.10 Extração de RNA total de macrófagos AMJ2-C11 e P. brasiliensis 
(adaptação de Sokolovsky et al., 1990) 
 

Após o período de infecção da monocamada celular em garrafas 75 cm2 em 

diferentes condições de oxigênio, as células foram lavadas com PBS 0,05M estéril 

e as células removidas das garrafas mecanicamente com “scrapper” e colocadas 

em tubo (tipo Falcon). As células foram lavadas uma vez com PBS 0,05M estéril e 

o pellet armazenado no -70ºC. Foi extraído RNA total dos macrófagos infectados 

e não-infectados com a fase leveduriforme de P. brasiliensis e apenas do fungo P. 

brasiliensis cultivado na depleção dos micronutrientes. Para a extração de RNA 

total foi adicionado 3,5mL de Trizol e o mesmo volume de pérolas de vidro. A 

amostra foi agitada vigorosamente em vórtex por 15 minutos e após, 

centrifugadas a 1620 x g por 10 minutos. A fase aquosa foi transferida para um 

novo tubo, adicionado de 0,2mL de clorofórmio para cada 0,75mL de trizol 

recuperado, agitado vigorosamente e deixado em repouso por 10 minutos. Após o 

repouso, a amostra foi centrifugada a 1620 x g por 15 minutos e a fase aquosa, 

transferida para um novo tubo. Foram acrescentados 0,25mL de isopropanol e 

0,25mL de solução de citrato de sódio 0,4M e cloreto de sódio 0,8M para cada 

0,75mL de trizol recuperado inicialmente, agitado gentilmente e deixado em 

repouso por 10 minutos a temperatura ambiente. A amostra foi centrifugada a 

1620 x g por 30 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado, lavado 

com etanol a 75%. Nova centrifugação foi realizada a 1620 x g por 5 minutos, o 

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco a temperatura ambiente. 

Após a secagem, o precipitado foi ressuspendido em 30µL de água DEPC (Dietil 

Pirocarbonato) 0,01%. Foi realizada a quantificação e avaliada a pureza do RNA 

total (razão 260/280), e este foi armazenado a -70ºC. 

 
3.10.1 Síntese de cDNA fita simples 

 

A síntese da primeira fita de cDNA foi feita em uma reação contendo 1�g de 

RNA total, 10pmol/�L da seqüência iniciadora (5'-

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3') e essa mistura foi aquecida 

por 2 minutos a 72oC. Em seguida foi acrescentado 10pmol/�L do oligo dT 
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modificado (5’-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT(30)N1N, onde N=A, C, G 

ou T; N1=A, G ou C), 2�L de uma mistura de dNTPs (10 mM), 2�L de RNaseOUT 

(40U/�L) (Invitrogen), 0,4�L de DTT (100mM), 1,2�L de cloreto de magnésio 

(50mM), 2�L da enzima transcriptase reversa (200U/�L) (RT Superscript II - 

Invitrogen) e 4�L de tampão 5X (Tris-HCl 250mM pH 8,3; KCl 375mM; MgCl2 

15mM). Esta reação foi aquecida durante 1 hora e trinta minutos a 42oC. Após 

este período foi adicionado 80�L de TE (Tris-HCl 10mM; EDTA 1mM pH 8,0) e 

aquecida por mais 10 minutos a 72oC. 

 
3.11 Transcriptase reversa – PCR semi-quantitativo (RT-PCR) 

 
Para as reações de RT-PCR foram desenhados iniciadores específicos para 

as ESTs através dos programas Primer3 Input (version 0.4.0) e Primer Express 

(Applied Biosystems), estes estão descritos na tabela 2.  Para controle da reação 

e ajuste da concentração de cDNA, foi utilizado iniciadores específico, como 

GAPDH (Gliceraldeído desidrogenase-3-fosfato)  Pb18 e Mus musculus. As 

reações foram realizadas utilizando-se concentrações de 2pmol de cada 

seqüência iniciadora e 200ng/µL de cDNA num tubo contendo uma mistura de 

Master mix (Fermentas®). As reações de amplificação foram realizadas com 

temperatura inicial de 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos com temperatura 

de desnaturação de 95°C por 30 segundos; a temperatura de anelamento foi 

diferente, como mostra a tabela 2, para os diferentes iniciadores, 72°C por 30 

segundos e um ciclo final a 72°C por 5 minutos, utilizando-se aparelho 

termociclador Perkin Elmer modelo GeneAmp PCR System 9700. O produto 

amplificado foi separado em gel de agarose 1,8%, em tampão TBE 1X, durante 

1,5 hora a 100 volts, corados com GelRed (Biotium) e observados à luz 

ultravioleta.  

 

 

 To. de 
anelamento 

Peso 
molecular 

Sequência iniciadora 

Gapdh 

Pb18 

55ºC 151pb F- 5´TATACCGCCACCCAGAAGAC3´ 

R- 5´TGAGAGCTGGGATGACCTTT3´ 

Tabela 2: Seqüências iniciadoras para as ESTs. 
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Clatrina 

Pb18 

45ºC 148pb F- 5´AACCTTCTGGCTAGCGTTGA3´ 

R- 5´GGGCATTGTAAACTGCCTGT3´ 

Ypt7 

Pb18 

45ºC 151pb F- 5´TAGTGCCAAGGAGGCGATTA3´ 

R- 5´TTAACAAGCACAGCCGTCAC3´ 

Gapdh 

Mus 

musculus 

60ºC     F- 5´TGCGACTTCAACAGCAACTC3´ 

R-5´ATGTAGGCCATGAGGTCCAC3´ 

Clatrina 
Mus 

musculus 

60°C  F-5´ATGACTTGCTCATGGTGCTG3´ 

R- 

5´GTGGTTCTGCACTGAGCGTA3´ 

Eea1  

Mus 

musculus 

60ºC 129pb F- 5’CCAAGACCTACAGGCCTCAC3’  

R- 5’GCTGACGAATCAGTCACCAA3’ 

Rab5 

Mus 

musculus 

60ºC 116pb F- 5’GGCTAATCGAGGAGCAACAA3’ 

R- 5’AGCGAAGAACCAGGCTTGA3’ 

 
Rab7  

Mus 

musculus 

 

60ºC 

 

124pb 

 

F- 5`AGGACTCTGCACAACCTCAA3` 

R- 5`CGGTTGGTTGAAGCTTCTCT3` 

 
Lamp-1 

Mus 

musculus 

 

60ºC 

 

118pb 

 

F- 5’TCAAGGTGGACAGTGACAGG3’  

R-5’ATGAGGACGATGAGGACCAG3’ 

 

3.12 RT-PCR quantitativo (qRT-PCR) 
 

Para avaliar a expressão de genes de via endocítica foi realizado qRT-PCR  

para Clatrina e Ypt7 de P. brasiliensis cultivado na depleção de micronutrientes e 

também para Clatrina, Eea1, Rab5, Rab7 e Lamp-1 para macrófagos infectados e 

não infectados com a fase leveduriforme de P. brasiliensis em diferentes tensões 

de oxigênio. As reações foram realizadas utilizando-se 25ng/μL de cDNA, 12,5μL 

de SYBR green ROX mixture (Applied Biosystems), e 0,5µM de cada primer, 

sendo adicionado a reação água até atingir o volume de 20μL. As reações foram 
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realizadas com temperatura inicial de 50ºC por 2 minutos, seguido por 10 minutos 

a 95ºC. Depois, 40 ciclos de 95ºC a 15 segundos, seguidos de anelamento e 

síntese a 60°C por um minuto. Em seguida da PCR, a análise da curva de melting 

foi realizada para confirmar a emissão de sinal correspondente a um único 

produto. As reações foram realizadas em triplicata com o aparelho Applied 

Biosystems 7500 cycler e os dados foram analisados pelo método 2-ΔCT, onde 

ΔCt= ΔCt alvo – ΔCt endógeno (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Com os valores 

obtidos para as amostras em triplicata foi calculado a média e então o valor 2-ΔCT 

(GAPDH foi utilizado como controle endógeno da reação), sendo normalizado a 

partir da amostra de cDNA para situação completa e para os genes relacionados 

a via endocítica, a normalização foi a célula não-infectada para cada período de 

infecção. Como controle negativo foi utilizada água e todos os reagentes, exceto a 

amostra de cDNA. Depois de 40 ciclos de amplificação, nenhum produto de 

amplificação foi detectado para o controle negativo. 

 

3.13 Análise estatística 
 

A expressão dos genes relacionados à via endocítica da fase leveduriforme 

de Pb18 e de macrófagos infectados e não infectados com Pb18 foram avaliados 

segundo a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando se mostraram 

paramétrico foi utilizado o Test t de Student e ANOVA. Todos os dados foram 

avaliados pelo programa BioEstat 5.0, utilizando p<0.05. 
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4. Resultados 
 

Inicialmente neste trabalho foi realizada a pesquisa da presença de genes 

e proteínas ligadas à via endocítica em P. brasiliensis. Para tanto o fungo foi 

avaliado em meios de cultura com depleção de micronutrientes - condições 

aproximadas dos tecidos do hospedeiro e em meio dito completo, com todos os 

componentes necessários ao seu crescimento. 

 
4.1 Imunomarcação de proteínas de via endocítica da fase leveduriforme de 
P. brasiliensis (Pb18) 
 

 Nesta etapa foram pesquisadas em P. brasiliensis as proteínas clatrina e 

Ypt7 ligadas à via endocítica. Para tanto, foi realizada imunofluorescência da fase 

leveduriforme de Pb18 e fez-se marcação com anticorpo primário anti-clatrina e 

anti-Rab7 (Ypt7) seguido do anticorpo secundário conjugado com Alexa 

Fluor®488. De acordo com a figura 4 pode-se verificar que este fungo apresenta a 

expressão de clatrina e Ypt7. 

A expressão de clatrina foi mais intensa nas regiões que se verifica a 

presença de brotamentos já completos ou em fase inicial. Já a Ypt7 foi expressa 

mais esparsamente pela célula. 
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Figura 4: Reação de imunofluorescência para as proteínas da via endocitica em 

P.brasiliensis. Imunomarcação da fase leveduriforme de Pb18 com soro anti-

clatrina, com anti-Rab7 (Ypt7) e secundário conjugado com Alexa®Fluor 488. A e 

B – Expressão de clatrina. C e D – Expressão de Ypt7 (D – Normasky). (LSM 510 

– META Zeiss®). 

 

Na sequência do trabalho outras metodologias foram empregadas para a 

verificação da expressão destas moléculas, por outro lado também foi examinado 

como a depleção de micronutrientes poderia influenciar na expressão dessas 

proteínas.  

 

4.2 Análise da expressão dos genes de via endocítica de P. brasiliensis 
(Pb18) cultivado em diferentes condições de nutrição  
 
 Foi avaliada a expressão dos genes de via endocítica, Clatrina e Ypt7, por 

Pb18 em diferentes condições de nutrição através da técnica de RT-PCR e qRT-

A B 

C D 
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PCR. Através da RT-PCR, foi observada aparente diminuição da expressão do 

gene Clatrina de Pb18 (Figura 5) nas condições de depleção de zinco (2), cobre 

(3) e ferro+cobre (5). A expressão do gene Clatrina analisada por qRT-PCR, 

apresentou redução significativa (p<0.05) nas diferentes condições de nutrição, 

quando comparado à situação completa (Figura 6).  

 

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose para expressão do gene Clatrina de 

Pb18 cultivado na depleção de metais por RT-PCR. C- Controle negativo; 1 – 

MVM completo; 2 – MVM/ depleção de zinco; 3 – MVM/ depleção de cobre; 4 – 

MVM/ depleção de ferro; 5 – MVM/ depleção de ferro+cobre; 6 – MVM incompleto. 
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Figura 6: Expressão relativa do gene Clatrina por Pb18 na depleção de metais. A 

– Gráfico da Expressão relativa Clatrina. B - Curva de amplificação. C - Curva de 

dissociação da reação. Teste t, p<0.05. 

 

A expressão do gene Ypt7 de Pb18 cultivado em diferentes condições de 

nutrição foi avaliada através da técnica de RT-PCR e qRT-PCR. Através da RT-

PCR, aparentemente, houve alteração de expressão do gene Ypt7 em algumas 

das condições avaliadas (Figura 7). Esses dados foram confirmados por qRT-

PCR em que se observa redução significativa (p<0.05) na expressão do gene 

Ypt7 na depleção de ferro e ferro+cobre frente à situação completa (Figura 8). 

 

 

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose para o gene Ypt7 de Pb18 cultivado na 

depleção de metais por RT-PCR. C- Controle negativo; 1 – MVM completo; 2 – 

MVM/ depleção de zinco; 3 – MVM/ depleção de cobre; 4 – MVM/ depleção de 

ferro; 5 – MVM/ depleção de ferro+cobre; 6 – MVM incompleto. 

 



50 
 

 

Figura 8: Expressão relativa do gene Ypt7 por Pb18 na depleção de metais. A – 

Gráfico da Expressão relativa Ypt7. B - Curva de amplificação. C - Curva de 

dissociação da reação. p<0.05. 

 
4.3 Infecção de macrófagos por P. brasiliensis (Pb18)  
 
4.3.1 Fungo cultivado em diferentes condições de nutrição e tensão de 
oxigênio 
 
 A infecção de macrófagos com Pb18 cultivado em diferentes condições 

com meio completo e com depleção de metais foi avaliada pela técnica de 

plaqueamento e o resultado foi expresso em UFC/mL. Todos os resultados foram 

significativos (p<0.05) em relação à situação completa. Os resultados 

demonstraram aumento na interação em todas as condições, exceto na depleção 

de zinco, que frente à situação completa apresentou infecção reduzida. As 

maiores taxas de infecção foram obtidas quando o fungo foi cultivado na condição 

de depleção de ferro (28,6%), de cobre (21,2%), depleção de ferro+cobre 

(19,7%), depleção de ferro+cobre+zinco (15,7%), na presença de 

ferro+cobre+zinco (10.6%) respectivamente (Figura 9).  
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Figura 9: Resultado de infecção total de macrófagos alveolares AMJ2-C11 com 

Pb18 cultivado na depleção de metais, obtida por plaqueamento, e feitas 

contagens por UFC/mL. Teste t (p<0.05). 

 

Na sequência dos experimentos, o fungo foi cultivado em diferentes 

tensões de oxigênio seguindo-se a infecção de macrófagos. 

 
4.3.2 Fungo cultivado em diferentes tensões de oxigênio 
 

A infecção de macrófagos com Pb18 cultivado em aerobiose (figura 10A) 

apresentou aumento crescente significativo (p<0.05) entre os períodos 

analisados. Após 2h de infecção a porcentagem foi de 13,7%, 6h (16,3%), 12h 

(30%) e 24h (40%). A figura 10B demonstra a infecção de macrófagos com Pb18 

cultivado em microaerofilia, onde após 2h, a infecção foi de (31%), 6h (26,6%), 

12h (12,8%) e 24h (23,3%).  

 
 
 
 
 
 
 
 

*

*

*
*

*
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Figura 10: Infecção de macrófagos alveolares AMJ2-C11 com Pb18 cultivado em 

aerobiose (A) e microaerofilia (B), ANOVA (p<0.05). 

 
4.4 Expressão de genes de via endocítica em macrófagos infectados com P. 

brasiliensis (Pb18) cultivado em diferentes tensões de oxigênio 
 
4.4.1. Expressão de Clatrina  

 

A expressão relativa do gene Clatrina foi avaliada por qRT-PCR, em 

macrófagos infectados com Pb18 cultivado em diferentes tensões de oxigênio. 

Quando Pb18 foi cultivado em aerobiose e com este realizado a infecção de 

macrófagos, observou-se diminuição significativa (p<0.05) na expressão de 

Clatrina nas células infectadas em relação as não infectadas nos períodos de 2, 6 

e 24h de infecção (Figura 11A). No caso de microaerofilia, foi observado aumento 

na expressão de Clatrina (p<0.05) nas células infectadas em relação as não 

infectadas com 6h de infecção, como demonstra a seta na Figura 11B. 

*
*

*

*

*

(A) (B) 



53 

 

Figura 11: Expressão relativa do gene Clatrina por qRT-PCR em macrófagos 

infectados com Pb18 cultivado em condições de aerobiose (A) e microaerofilia 

(B), Curva de Amplificação (aerobiose) (C), Curva de Dissociação (aerobiose) (D), 

Curva de Amplificação (microaerofilia) (E)  e Curva de Dissociação(F), Teste t 

(p<0.05). CNI – Células não infectadas e CI – Células infectadas. 

 

4.4.2 Expressão de Rab5  
 

A expressão relativa do gene Rab5 foi avaliada por qRT-PCR, em 

macrófagos infectados e não infectados com Pb18 cultivado em diferentes 

tensões de oxigênio.  

Quando Pb18 foi cultivado em aerobiose e com este realizada infecção de 

macrófagos observou-se que a expressão de Rab5 nas células infectadas foi 

* 
*

* 

* 

* 

(A) (B) 

(C) 

(D) (F) 

(E) 
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menor em relação as não infectadas nos períodos de 2, 6 e 24h de infecção 

(Figura 12A). Em macrófagos infectados com Pb18 cultivado em microaerofilia, foi 

observado que com 6h de infecção, a expressão de Rab5 nas células infectadas 

aumentou aproximadamente 1x. (Figura 12B). 

 
Figura 12: Expressão relativa de Rab5 por qRT-PCR em macrófagos infectados 

com Pb18 cultivado em condições de aerobiose (A) e microaerofilia (B), Curva de 

Amplificação (aerobiose) (C), Curva de Dissociação (aerobiose) (D), Curva de 

Amplificação (microaerofilia) (E) e Curva de Dissociação(F), Teste t (p<0.05). CNI 

– Células não infectadas e CI – Células infectadas. 

 
 
 
 

*

* *

*

*
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4.4.3 Expressão de Rab7  
 

A expressão relativa do gene Rab7 foi avaliada por qRT-PCR, em 

macrófagos infectados com Pb18 cultivado em diferentes tensões de oxigênio. 

Em macrófagos infectados com Pb18 cultivado em aerobiose, foi observado 

aumento expressivo em 24h de infecção nas células infectadas em relação às não 

infectadas (Figura 13A). Em macrófagos infectados com Pb18 cultivado em 

microaerofilia, aparentemente não houve expressão de Rab7 nas células 

infectadas em relação às células não infectadas (Figura 13B). 

 

Figura 13: Expressão relativa de Rab7 por qRT-PCR em macrófagos infectados 

com Pb18 cultivado em condições de aerobiose (A) e microaerofilia (B), Curva de 

Amplificação (aerobiose) (C), Curva de Dissociação (aerobiose) (D), Curva de 

Amplificação (microaerofilia) (E) e Curva de Dissociação(F), Teste t (p<0.05). CNI 

– Células não infectadas e CI – Células infectadas. 

* 
* 

* 

* 
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4.4.4 Expressão de Lamp-1 

 
A expressão relativa do gene Lamp-1 foi avaliada por qRT-PCR, em 

macrófagos infectados com Pb18 cultivado em diferentes tensões de oxigênio. 

Em macrófagos infectados com Pb18 cultivado em aerobiose, foi observado 

aumento no período de 24h em relação às células não infectadas (Figura 14A). 

Em macrófagos infectados com Pb18 cultivado em microaerofilia, aparentemente 

não houve expressão diferenciada entre as células infectadas em relação às 

células não infectadas (Figura 14B).  

 

Figura 14: Expressão relativa de Lamp-1 por qRT-PCR em macrófagos infectados 

com Pb18 cultivado em condições de aerobiose (A) e microaerofilia (B), Curva de 

Amplificação (aerobiose) (C), Curva de Dissociação (aerobiose) (D), Curva de 

*

* *

(A) (B) 

(C) 

(D) 

(E) 

(F) 



57 

Amplificação (microaerofilia) (E)  e Curva de Dissociação (F), Teste t (p<0.05). 

CNI – Células não infectadas e CI – Células infectadas. 

 
4.5 Expressão de genes de via endocítica em macrófagos infectados com P. 

brasiliensis (Pb18), infecção incubada em diferentes tensões de oxigênio 
 

Foi analisada a expressão de genes de via endocítica em macrófagos 

infectados com a fase leveduriforme de Pb18, onde o ensaio de infecção foi 

incubado em diferentes tensões de oxigênio (aerobiose, microaerofilia e 

anaerobiose).  

 
4.5.1 Expressão de Clatrina 
 
 A expressão do gene Clatrina foi avaliada em macrófagos infectados com 

Pb18 e o teste foi realizado em diferentes tensões de oxigênio (aerobiose, 

microaerofilia e anaerobiose).  

O período de infecção de 2h foi marcante quanto à redução na expressão 

de clatrina em relação às células não infectadas na presença de oxigênio, como 

demonstra a figura 15A. Em tensão de microaerofilia, foi observado um aumento 

na expressão de clatrina nas células infectadas em relação às não infectadas no 

período de 6h e 24h, essa diferença foi comprovada estatisticamente pelo teste t 

de Student (p<0.05) (Figura 15B). Em anaerobiose não foi observada alteração 

significativa na expressão de clatrina entre células infectadas e não infectadas 

nos diferentes períodos de infecção (Figura 15C). 
 

 

 

 

 

 

 

* 

* 

(A) 
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Figura 15: Expressão relativa de Clatrina por qRT-PCR em macrófagos infectados 

com P. brasiliensis. Reação realizada em condições de aerobiose (A), 

microaerofilia (B) e anaerobiose (C), Teste t (p<0.05). CNI – Células não 

infectadas e CI – Células infectadas. Seta demonstra aumento expressivo no 

período de 24h. 

 

As condições de tensão de oxigênio influenciaram na expressão de 

Clatrina, sendo que a condição em microaerofilia correspondeu a maior expressão 

desta molécula em 24 horas.  

 
4.5.2 Expressão de Eea1 
 

A expressão do gene Eea1 foi avaliada em macrófagos infectados e não 

infectados com Pb18, em diferentes tensões de aerobiose, microaerofilia e 

anaerobiose.  

No período de infecção de 6h, na condição de aerobiose, foi observado 

aumento na expressão de Eea1 nas células infectadas quando comparadas com 

as células não infectadas (Figura 16A). Entre os outros períodos de infecção não 

houve diferença estatisticamente significativa (p<0.05). Em microaerofilia (Figura 

16B) e anaerobiose (Figura 16C) foi observada alteração significativa na 

expressão de Eea1 nas células infectadas com P. brasiliensis por 2h em relação 

às células não infectadas. Em relação aos outros períodos de infecção não foi 

notada diferença na expressão entre células infectadas e não infectadas.  

*

*

(B) (C) 
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Figura 16: Expressão relativa de Eea1 por qRT-PCR em macrófagos infectados 

com P. brasiliensis. Reação realizada em condições de aerobiose (A), 

microaerofilia (B) e anaerobiose (C), Teste t (p<0.05). CNI – Células não 

infectadas e CI – Células infectadas.   

 
4.5.3 Expressão de Rab5 
 

A expressão relativa do gene Rab5 foi avaliada em macrófagos infectados 

com Pb18 em diferentes períodos de infecção e incubados em diferentes tensões 

de oxigênio.  

Em condições de aerobiose, nos períodos de infecção de 2, 6 e 24h, não foi 

observada diferença estatística na expressão de Rab5 entre macrófagos 

* 

(C) 

* 

(B) 

* 

(A) 
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infectados e não infectados (Figura 17A). Em tensão de microaerofilia, foi notada 

uma redução na expressão de Rab5 nas células infectadas em 2 e 6h (Figura 

17B). Em tensão de anaerobiose foi observado aumento da expressão de Rab5, 

apenas no período de 6h de infecção e nas demais houve diminuição (Figura 

17C).  

 

Figura 17: Expressão relativa de Rab5 por qRT-PCR em macrófagos infectados 

com P. brasiliensis. Reação realizada em condições de aerobiose (A), 

microaerofilia (C) e anaerobiose (C), Teste t (p<0.05). CNI – Células não 

infectadas e CI – Células infectadas.   

 

 
 
 

* * 

(B) 
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4.5.4 Expressão de Rab7 
 

A expressão relativa do gene Rab7 foi avaliada por qRT-PCR em 

macrófagos infectados com Pb18 em diferentes períodos de infecção e incubados 

em diferentes tensões de oxigênio.  

Em condições de aerobiose, a expressão de Rab7 nas células infectadas foi 

maior em 6h de infecção (Figura 18A). Em tensão de microaerofilia, foi observado 

um aumento de 15x na expressão de Rab7 nas células infectadas por 2h em 

relação às células não infectadas, já com 6h de infecção, a expressão de Rab7 

reduziu 10x em relação às células não infectadas e quando incubadas por 24h 

não houve alteração na expressão de Rab7 (Figura 18B). Em anaerobiose, foi 

notada redução de 25x na expressão de Rab7 no período de 2h e com 6h a 

redução foi de 30x. Com 24h de infecção não notamos alterações na expressão 

de Rab7 (Figura 18C).  

* 

* 

(C) 

(A) (B) 
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Figura 18: Expressão relativa de Rab7 por qRT-PCR em macrófagos infectados 

com P. brasiliensis. Reação realizada em condições de aerobiose (A), 

microaerofilia (B) e anaerobiose (C), Teste t (p<0.05). CNI – Células não 

infectadas e CI – Células infectadas.   

 

4.5.5 Expressão de Lamp-1 

 

A expressão relativa do gene Lamp-1 foi avaliada por qRT-PCR em 

macrófagos infectados e não infectados com Pb18 em diferentes períodos de 

infecção e incubados em diferentes tensões de oxigênio.  

Na presença de oxigênio foi observada aumento de a expressão de Lamp-1 

em 6 e 24 h, mas não significativas (Figura 19A). Em tensão de microaerofilia, a 

expressão de Lamp-1 foi aumentada significativamente com 24h de infecção 

(Figura 19B). Houve redução significativa na expressão de Lamp-1 em tensão de 

anaerobiose no período de infecção de 2h (Figura 19C).  

 

(A) 

* 

(B) 

*
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Figura 19: Expressão relativa de Lamp-1 por qRT-PCR em macrófagos infectados 

com P. brasiliensis. Reação realizada em condições de aerobiose (A), 

microaerofilia (B) e anaerobiose (C), Teste t (p<0.05). CNI – Células não 

infectadas e CI – Células infectadas.   

 

4.6 Expressão de proteínas de via endocítica por imunofluorescência em 
macrófagos infectados com P. brasiliensis (Pb18) em diferentes condições de 
interação 
 

4.6.1 Expressão de clatrina  
 

A expressão de clatrina em macrófagos infectados e não infectados foi 

detectada pela técnica de imunofluorescência com dupla marcação, onde Pb18 foi 

marcado com anticorpo policlonal anti-cell-free e anticorpo secundário conjugado 

com Alexa Fluor®594. Os macrófagos foram marcados com anticorpo monoclonal 

anti-clatrina e anticorpo secundário conjugado com Alexa Fluor®488 e o núcleo 

com DAPI. Pela técnica de imunofluorescência não foi possível observar alteração 

na expressão de clatrina nos macrófagos infectados por 6h em condição de 

microaerofilia em relação aos não infectados. Através da figura 20B, podemos 

inferir que possivelmente macrófagos realizam a endocitose de Pb18 mediado por 

clatrina, pois foi observado que aparentemente Pb18 está envolto por um vacúolo 

revestido por clatrina.  O corte ortogonal comprova que o fungo está internalizado, 

como demonstra a seta na figura 20B e 20D, respectivamente.  
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Figura 20: Expressão de clatrina em macrófagos infectados e não infectados com 

P. brasiliensis por 6h. A reação foi realizada em condições de microaerofilia. A – 

Macrófagos não infectados. B – Macrófagos infectados. C – Corte Ortogonal da 

imagem B e D – Zoom da imagem B. Macrófagos marcados com anticorpo 

primário anti-clatrina e anticorpo secundário conjugado com Alexa®Fluor 

488(verde). Pb18 marcado com anticorpo primário anti-cell-free e anticorpo 

secundário conjugado com Alexa®Fluor 594 (vermelho) e núcleo marcado com 

DAPI (azul). 

 
4.6.2 Expressão de EEA1  
  

Foi realizada imunofluorescência com dupla marcação, onde o fungo P. 

brasiliensis foi marcado com anticorpo policlonal anti-cell-free e anticorpo 

secundário conjugado com Alexa Fluor®594, os macrófagos foram marcados com 

anticorpo monoclonal anti-EEA1 e anticorpo secundário conjugado com Alexa 

Fluor®488 e o núcleo foi marcado com DAPI. A figura 21 demonstra a fagocitose 

de Pb18, por macrófagos alveolares após 24h de infecção em microaerofilia. A 

expressão de EEA1 não demonstrou alteração aparente pela técnica de 

C D C DDD 
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imunofluorescência, no entanto foi possível co-localizar o fungo P. brasiliensis em 

fagossomo EEA1 positivo como demonstra a figura 21. A figura 22 demonstra a 

expressão de EEA1 em anaerobiose em macrófagos infectados e não infectados 

com Pb18. Foi observado, que pela técnica de imunofluorescência, as células 

infectadas incubadas em anaerobiose apresentam uma intensidade de 

fluorescência reduzida em relação as não infectadas, sendo assim ocorre uma  

possível diminuição na expressão de EEA1 após 24h de incubação em ambiente 

de anaerobiose. 
 

 
Figura 21: Expressão de EEA1 em condição de microaerofilia e co-localização de 

P. brasiliensis em macrófagos. A – Macrófagos não infectados. B – Macrófagos 

infectados com P. brasiliensis. Macrófagos marcados com anticorpo primário anti-

EEA1 e anticorpo secundário conjugado com Alexa®Fluor 488 (verde). Pb18 

marcado com anticorpo primário anti-cell-free e anticorpo secundário conjugado 

com Alexa®Fluor 594 (vermelho) e núcleo marcado com DAPI (azul). 
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Figura 22: Expressão de EEA1 em condição de anaerobiose. A – Macrófagos não 

infectados. B – Macrófagos infectados com P. brasiliensis. Macrófagos marcados 

com anticorpo primário anti-EEA1 e anticorpo secundário conjugado com 

Alexa®Fluor 488 (verde). Pb18 marcado com anticorpo primário anti-cell-free e 

anticorpo secundário conjugado com Alexa®Fluor 594 (vermelho) e núcleo 

marcado com DAPI (azul). 

 
4.6.3 Expressão de Rab5  
 

Foi realizada imunofluorescência com dupla marcação, onde P. brasiliensis 

foi marcado com anticorpo policlonal anti-cell-free e anticorpo secundário 

conjugado com Alexa Fluor®594, os macrófagos foram marcados com anticorpo 

monoclonal anti-Rab5 e anticorpo secundário conjugado com Alexa Fluor®488 e o 

núcleo com DAPI. Através desta técnica não foi possível co-localizar P. 

brasiliensis em fagossomo Rab5 positivo como demonstra a figura 23. A 

distribuição de Rab5 no citoplasma dos macrófagos aparece possivelmente em 

forma de “raft” como demonstra a seta na figura A, o mesmo ocorre nos 

macrófagos infectados. Quanto à expressão de Rab5 entre macrófagos infectados 

e não infectados por imunofluorescência, não há alteração aparente (Figura 23). A 

seta na figura B demonstra a interação de Pb18 com macrófago. 
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Figura 23: Expressão de Rab5 em macrófagos infectados e não infectados com P. 

brasiliensis. A – Macrófagos não infectados. B – Macrófagos infectados. 

Macrófagos marcados com anticorpo primário anti-Rab5 e anticorpo secundário 

conjugado com Alexa®Fluor 488 (verde). Pb18 marcado com anticorpo primário 

anti-cell-free e anticorpo secundário conjugado com Alexa®Fluor 594 (vermelho) e 

núcleo marcado com DAPI (azul).  

 
4.6.4 Expressão de Rab7  
 

Foi realizada imunofluorescência com dupla marcação, onde o fungo P. 

brasiliensis foi marcado com anticorpo policlonal anti-cell-free e anticorpo 

secundário conjugado com Alexa Fluor®594, os macrófagos foram marcados com 

anticorpo monoclonal anti-Rab7 e anticorpo secundário conjugado com Alexa 

Fluor®488. Através da imunofluorescência não foi possível co-localizar P. 

brasiliensis em fagossomo Rab7 positivo, como demonstra a figura 24. 

Pela técnica de imunofluorescência notamos um discreto aumento na 

expressão de Rab7 nas células infectadas relação às não infectadas no período 

de infecção de 6h (Figura 24). Também podemos destacar que a expressão de 

Rab7 ocorre possivelmente em forma de “raft”, assim como ocorre com Rab5. 
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68 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: Expressão de Rab7 em macrófagos infectados com P. brasiliensis por 

6h em aerobiose. A – Macrófagos não infectados marcados com anti-Rab7. B – 

Macrófagos infectados com P. brasiliensis. Macrófagos marcados com anticorpo 

primário anti-Rab7 e anticorpo secundário conjugado com Alexa®Fluor 488 

(verde). Pb18 marcado com anticorpo primário anti-cell-free e anticorpo 

secundário conjugado com Alexa®Fluor 594 (vermelho). 

 
4.6.5 Expressão de LAMP-1  
 

Foi realizada imunofluorescência com dupla marcação, onde o fungo P. 

brasiliensis foi marcado com anticorpo policlonal anti-cell-free e anticorpo 

secundário conjugado com Alexa Fluor®594, os macrófagos foram marcados com 

anticorpo monoclonal anti-LAMP-1 e anticorpo secundário conjugado com Alexa 

Fluor®488. Através da imunofluorescência não foi possível co-localizar P. 

brasiliensis em fagossomo LAMP-1 positivo, como demonstra a figura 25. 

A expressão de LAMP-1, após 24h de infecção em aerobiose, não 

demonstrou alteração aparente na expressão entre células infectadas e não 

infectadas (Figura 25).  

 

A B 
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Figura 25: Expressão de LAMP-1 em macrófagos infectados com P. brasiliensis 

em aerobiose em 24h. A – Macrófagos não infectados marcados com anti-LAMP-

1. B – Macrófagos infectados com P. brasiliensis. C – Macrófagos infectados com 

P. brasiliensis (Normasky). Macrófagos marcados com anticorpo primário anti-

LAMP-1 e anticorpo secundário conjugado com Alexa®Fluor 488 (verde). Pb18 

marcado com anticorpo primário anti-cell-free e anticorpo secundário conjugado 

com Alexa®Fluor 594 (vermelho). As setas demonstram o fungo internalizado por 

macrófagos. 

 
 Nas tabelas 3 e 4 estão resumidos os resultados da expressão dos genes 

de via endocítica por qRT-PCR. 

 
 

A 
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Tabela 3: Macrófagos infectados com P. brasiliensis (Pb18) cultivado em 

aerobiose e microaerofillia. 

 

2h (Interação inicial) Pb18 aerobiose Pb18 microaerofilia 

Clatrina ↓ ↓ 

Rab5 ↓ - 

Rab7 - ↓ 

Lamp-1 - ↓ 

6h (Início da internalização) Pb18 aerobiose Pb18 microaerofilia 

Clatrina ↓ ↑ 

Rab5 ↓ ↑ 

Rab7 ↓ - 

Lamp-1 ↓ - 

12h Pb18 aerobiose Pb18 microaerofilia 

Clatrina - - 

Rab5 - - 

Rab7 ↓ - 

Lamp-1 - - 

24h Pb18 aerobiose Pb18 microaerofilia 

Clatrina ↓ - 

Rab5 ↓ ↓ 

Rab7 ↑ - 

Lamp-1 ↑ - 
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Tabela 4: Macrófagos infectados com P. brasiliensis (Pb18). Reação incubada em 

diferentes condições de oxigênio. 

 

2h (Interação inicial) Aerobiose Microaerofilia Anaerobiose 

Clatrina ↓ - - 

Eea1 - ↓ ↓ 

Rab5 - ↓ ↓ 

Rab7 ↓ ↑ ↓ 

Lamp-1 - - ↓ 

6h (Início da 
internalização) 

Aerobiose Microaerofilia Anaerobiose 

Clatrina - ↑ - 

Eea1 ↑ - - 

Rab5 - ↑ - 

Rab7 ↑ ↓ ↓ 

Lamp-1 - - - 

24h Aerobiose Microaerofilia Anaerobiose 

Clatrina ↓ ↑ - 

Eea1 - - - 

Rab5 - - ↓ 

Rab7 - - - 

Lamp-1 - ↑ - 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



72 
 

5. Discussão 
 

P. brasiliensis é um organismo eucarioto que apresenta os mesmos 

compartimentos celulares que as células de mamíferos. Das 60 proteínas de 

leveduras envolvidas na endocitose, 85% apresentam homologia com as 

proteínas de mamíferos. Várias publicações têm enfatizado as diferenças na 

dinâmica de endocitose em leveduras e mamíferos (TAYLOR et al., 2011; 

WEINBERG; DRUBIN, 2012). Endocitose é um processo evolutivamente 

conservado em eucariotos e é crítico para absorção de nutrientes, transporte de 

membrana e de proteínas, e, em a resposta ao ambiente extracelular. A 

endocitose mediada por clatrina (CME) é o modo mais bem estudado de 

internalização a partir da membrana plasmática, e requer o recrutamento 

ordenado de clatrina, carga e de proteínas adaptadoras ligadas a clatrina e de 

numerosas proteínas acessórias. Muitas proteínas envolvidas na endocitose com 

envolvimento de clatrina foram identificados e caracterizados em leveduras, a 

maior parte dos quais têm ortólogos em células de mamíferos, que executam 

funções semelhantes (ENGQVIST-GOLDSTEIN; DRUBIN, 2003; KAKSONEN et 

al, 2005; KAKSONEN et al, 2006; ROBERTSON et al., 2009; PROSSER et al., 

2011).  

Embora a importância da CME está bem estabelecida, a maioria das 

células também utilizam vias independentes de clatrina (MAYOR; PAGANO, 

2007; HOWES et al., 2010). A variedade de mecanismos em que se tem o não 

envolvimento de clatrina pode ter surgido para satisfazer as necessidades 

específicas de diferentes tipos de células, permitindo a internalização de cargas 

específicas ou através da ativação de endocitose em resposta às condições 

ambientais ou de estresse. Assim, primeiramente o objetivo deste trabalho foi 

avaliar a expressão de genes / proteínas envolvidos na via endocítica de P. 

brasiliensis. Assim, foi observada a expressão de clatrina e Ypt7 na fase 

leveduriforme de P. brasiliensis (Pb18). A expressão de clatrina também já foi 

relatada no fungo Neurospora crassa (ROSA; MACCIONI, 1987), bem como em 

outras células eucarióticas. Mais de 50 proteínas diferentes foram descritas na 

formação de vesículas endocíticas revestidas por clatrina. Estas proteínas 

reúnem-se na membrana plasmática, formando os componentes necessários 

envolvidos no brotamento de vesículas endocíticas. Embora endocitose mediada 
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por clatrina fosse estudada já há mais de quatro décadas, uma compreensão dos 

mecanismos moleculares do processo é ainda bastante limitada. A dificuldade de 

desvendar os mecanismos moleculares não é apenas uma consequência do 

grande número de proteínas envolvidas, mas também é uma consequência da 

natureza dinâmica do mecanismo de endocitose. Proteínas endocíticas são 

recrutadas para o local da formação de vesículas em forma seqüencial, e estas 

podem sofrer alterações muito rapidamente (KAKSONEN, 2008).  

Em análise por imunofluorescência foi observado que a clatrina distribui-se 

ao redor da membrana da célula fúngica e, principalmente, nas células-filhas 

(leveduras em brotamento). Os brotamentos são células metabolicamente ativas, 

que apresentam um crescimento polarizado, o que justificaria a intensa expressão 

de clatrina nestes locais. A expressão de Ypt7 em P. brasiliensis mostrou-se 

difusa pelo citoplasma de Pb18, principalmente nas regiões de filamentação. A 

ocorrência deste fenômeno deve-se ao intenso transporte de nutrientes, 

proteínas, lipídeos, que essa nova formação necessita. Nas células mais “velhas” 

não foi observada uma expressão tão intensa.  

A expressão de proteínas da família Rab GTPases, como Rab7 (Ypt7), já 

foi descrita em diferentes microrganismos, como em Saccharomyces cerevisiae 

(WICHMANN et al., 1992), no fungo Aspergillus nidulans (OSHUMI et al., 2002), 

no protozoário Paramecium sp (SURMACZ et al., 2003), Schizosaccharomyces 

pombe (KASHIWAZAKI et al., 2005) e em Lentinula edodes (Shiitake) (LEE et al., 

2007).  Há opiniões conflitantes sobre o papel exato de Rab7, já que alguns 

pesquisadores relatam que Rab7 regula o tráfego entre endossomo precoce e 

tardio, enquanto outros relataram suas funções no tráfego entre endossomos 

tardios e lisossomos. Não está claro se Rab7 é funcional em ambas as 

ocorrências (HYTTINEN et al., 2013). 

A expressão do gene Clatrina e Ypt7 também foi analisada quando Pb18 

foi cultivado na depleção de metais. Nesta análise, a expressão de Clatrina 

apresentou diminuição na depleção de todos os metais, principalmente na 

depleção de zinco e ferro. Jaiseng et al. (2012) demonstraram que o trafego de 

proteínas ancoradas a GPI da membrana pós-Golgi é mediado por clatrina, e que 

o transportador de zinco, Cis4, regula a homeostase de zinco e apresenta papel 

importante na fissão de leveduras. Consequentemente a depleção de zinco 

ocasiona a redução na expressão de Clatrina. A expressão diminuída de Clatrina 
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frente à depleção de ferro, provavelmente, se deve ao transporte do receptor de 

transferrina por vesículas revestidas por clatrina, ou seja, ocorre redução no 

transporte de ferro e, por conseguinte diminuição na expressão de clatrina 

(DOHERTY; MCMAHON, 2009; MAYLE et al., 2012). Em 2009, López-Soto et al. 

relataram que o transporte de transferrina em formas trofozoítas de Entamoeba 

histolytica ocorre por vesículas revestidas por clatrina. Assim, podemos relacionar 

a deficiência de ferro no cultivo de Pb18 com a expressão de Clatrina, inferindo 

que ocorre redução desta proteína devido à redução no transporte de transferrina, 

como acontece com o protozoário E. histolytica. Em relação à redução na 

expressão de Ypt7, principalmente na depleção de ferro, não foi possível 

encontrar nada na literatura relacionado a eucariotos. Há dados referentes aos 

procariotos, onde uma proteína de membrana, a FeoB, é responsável pela 

importação de ferro na forma ferrosa (Fe+2), e esta proteína apresenta um domínio 

com atividade de GTPase (ASH et al., 2010). Petermann et al. (2010) 

descreveram que Legionella pneumophila contem essa GTPase transmembranar, 

FeoB, responsável pela aquisição de (Fe+2) e virulência da mesma. Dessa forma, 

foi suposto que a redução na expressão de Ypt7, que é uma GTPase, pode ser 

devido à um mecanismo parecido com os procariotos, mas que ainda precisa ser 

elucidado. 

 Quando Pb18 foi cultivado na depleção de metais, e com este realizado a 

infecção de macrófagos, foi observada que na falta de ferro e de cobre, a infecção 

de macrófagos foi maior e na falta de zinco foi menor. O cultivo de Pb18 em meio 

deficiente de ferro promove a alteração no metabolismo do fungo, que necessita 

de ferro para crescimento (ARANGO; RESTREPO, 1988) e sobrevivência 

intracelular (DIAS-MELÍCIO et al., 2006). Essa modificação no metabolismo do 

fungo, segundo Parente et al. (2011), é uma maneira do fungo se adaptar ao 

ambiente do hospedeiro, já que um dos mecanismos de defesa do hospedeiro é 

limitar a disponibilidade de ferro para o patógeno (RECALCATI et al., 2013). 

Estudos com Mycobacterium avium sugerem que os compostos quelantes de 

ferro podem ser úteis na terapia adjuvante contra a infecção (GOMES et al., 

1999). 

A patogênese do fungo P. brasiliensis envolve o acometimento de 

diferentes órgãos, entre eles, pele, mucosas, pulmões, entre outros. Segundo 

Ernst e Tielker (2009), o crescimento na pele ou nas camadas bucais da mucosa, 
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expõe esses tecidos a altos níveis de oxigênio (concentração de oxigênio cerca 

de 20%), enquanto que a sua penetração nas células, tecidos ou órgãos internos 

conduz a vários graus de hipóxia. Assim, nesse contexto surgiu a idéia de realizar 

a infecção em diferentes condições de oxigênio com o objetivo de aproximar o 

ensaio à patogênese fúngica. 

A literatura relata que Pb18 é destruído por macrófagos ativados, mas que 

este também se multiplica e sobrevive no interior de macrófagos (BRUMMER et 

al., 1989), bem como outros microrganismos como Mycobacterium avium e M. 

tuberculosis (APPELBERG; ORME, 1993; ASMSTRONG; HART, 1971; 

ARMSTRONG; HART, 1975). No entanto, antes desta sobrevivência e 

multiplicação, ocorre a entrada do microrganismo para o interior da célula. Estes 

utilizam diferentes vias para infectar as células do hospedeiro. Um exemplo é o 

protozoário T. cruzi, que entra nas células através de endocitose e fagocitose, e 

agora mais recentemente há relatos da entrada deste através da macropinocitose 

(NOGUEIRA; COHN, 1976; SCHENKMAN et al., 1991; BARRIAS et al., 2012).  

Em relação à entrada de P. brasiliensis para o interior celular, cabe 

ressaltar que de acordo com nossos estudos deve haver uma aparente 

endocitose mediada por clatrina, sendo uma via de entrada também utilizada por 

reovírus (SCHULZ et al., 2012), Acinetobacter baumanni (SMANI et al., 2012) e C. 

albicans (MORENO-RUIZ et al., 2009). Quando Pb18 foi observado no interior de 

macrófagos alveolares, foi notado um rearranjo de actina, o que confirmou que 

uma das formas do fungo entrar nos macrófagos ocorre por fagocitose, assim 

como ocorre com Listeria monocytogenes (PIZARRO-CERDA et al., 2004), 

Cryptococcus neoformans (JOHNSTON; MAY, 2010), entre outros. 

Na sequência dos estudos, Pb18 foi cultivado em aerobiose e 

microaerofilia, e após o cultivo deste, foram realizadas infecções em linhagem de 

macrófagos alveolares e então avaliada a percentagem de infecção total. Em 

condições de aerobiose, a infecção de macrófagos foi maior que em condições de 

microaerofilia. Segundo Lewis et al. (1999), a condição de hipóxia inibe a 

atividade fagocítica de macrófagos in vitro ou in vivo. Uma atividade microbicida 

eficiente dos macrófagos necessita de oxigênio para a reação do burst oxidativo, 

o que leva a formação de espécies reativas do oxigênio e regula o pH no interior 

do vacúolo para níveis ideais de atividade enzimática. Assim, os dados referentes 
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a infecção total de Pb18 em macrófagos em condição de aerobiose e 

microaerofilia estão condizentes com dados da literatura. 

Segundo Caldwell et al. (2001), o ambiente de hipóxia pode alterar a 

expressão gênica e a função das células afetadas por este ambiente. Diante do 

exposto, foi analisada a expressão de genes relacionados à via endocítica em 

macrófagos infectados com Pb18 por qRT-PCR. Para avaliar a expressão gênica, 

foram desenhados iniciadores específicos para macrófagos em relação à via 

endocítica. Deste modo, observou-se que quando Pb18 foi cultivado em 

condições de aerobiose, houve redução na expressão de Clatrina e inicialmente, 

ocorreu o mesmo em microaerofilia. No entanto, após 6h de infecção, foi notado 

um aumento na expressão de Clatrina, na condição de hipóxia, por esses 

macrófagos. A literatura relata que condições de hipóxia leva a um aumento na 

virulência de Aspergillus fumigatus (BARKER et al., 2012) e Candida albicans 

(ERNEST; TIELKER, 2009; SYNNOT et al., 2010). Em relação à virulência de P. 

brasiliensis em condição de hipóxia, não há nada descrito na literatura. O 

aumento na expressão de Clatrina nas células infectadas após 6h poderia ser 

correlacionado com os eventos precoces da infecção em macrófagos relatado por 

Silva et al. (2008) associado ao aumento da virulência fúngica nesta condição. 

Quando o fungo foi cultivado em aerobiose e a condição de infecção 

realizada em diferentes tensões de oxigênio, houve redução na expressão de 

Clatrina em aerobiose, aumento em microaerofilia e ausência de alteração em 

anaerobiose. É possível que o contato inicial do fungo com macrófagos, 

desencadeie sinais celulares que promova essa diminuição na expressão de 

Clatrina. Wang et al. (2012) demonstraram que a internalização de 

lipopolissacarídeo (LPS) através do receptor Toll-like 4 (TLR4) é uma endocitose 

mediada por clatrina em macrófagos, e a via de transdução de sinal ocorre 

através de Myd88 e TRAM-TRIF. Em relação à infecção por P. brasiliensis, sabe-

se que uma das vias de ativação de macrófagos por este fungo ocorre através de 

receptores TLR2 e TLR4 (LOURES et al., 2009; LOURES et al., 2010). Assim, 

pode ser que Pb18 penetre nos macrófagos pelo mesmo mecanismo  que LPS.  

 O estudo da via endocítica, tem como objetivo delinear a rota fagocítica 

que Pb18 percorre no interior de macrófagos, que até o momento ainda foi pouco 

explorada. Em 1989, Brummer et al. relataram que Pb18 residia em fagossomos 

de macrófagos, mas em relação a rota fagocítica estabelecida por este patógeno 
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pouco se sabe. Em 2008, Voltan relatou que Pb18 promovia a diminuição na 

expressão da proteína EEA1 em macrófagos infectados, proteína esta envolvida 

com os estágios iniciais do tráfego endocítico. Assim, foi de interesse avaliar a 

expressão de genes relacionados com o tráfego endocítico realizado por Pb18 em 

diferentes condições de oxigênio, já que nos diferentes locais de infecção, 

existem diferentes tensões de oxigênio. A expressão do gene Eea1 apresentou 

aumento no período de infecção de 6h em aerobiose e diminuição nas condições 

iniciais de microaerofilia e anaerobiose. Segundo Lewis et al. (1999) o ambiente 

de hipóxia reduz a fagocitose, consequentemente a expressão do gene Eea1, 

relacionado com o tráfego intracelular do fungo (VOLTAN, 2008). Não há dados 

na literatura que correlaciona EEA1 com ambiente de baixa tensão de oxigênio. 

Estudos relatam que redução na expressão de EEA1 também foi observada em 

cardiomiócitos infectados com T. cruzi (BATISTA et al., 2008). A redução na 

expressão de Eea1 em macrófagos infectados com Pb18 pode ser decorrente da 

via de sinalização que recruta essa proteína para a membrana fagossomal. A via 

que recruta EEA1 é a via de PI3K, mas não há dados na literatura sobre o 

envolvimento desta via com P. brasiliensis, enquanto há relatos para 

Mycobacterium tuberculosis (FRATTI et al. , 2001). Além da avaliação da 

expressão gênica, as proteínas de via endocítica foram avaliadas através da 

imunofluorescência, onde foi possível demonstrar a presença de P. brasiliensis 

em fagossomos EEA1 positivos. A literatura relata que os microrganismos podem 

ser destruídos ou sobreviverem no interior de macrófagos. A sobrevida 

intracelular se deve as estratégias desenvolvidas por muitos microrganismos no 

seu processo evolutivo. Um exemplo é o Mycobacterium tuberculosis, que inibe a 

fusão fagolisossomo, assim como Legionella e Salmonella (FINLAY;FALKOW, 

1997; AMER; SWANSON, 2002). Alguns fungos, como Cryptococcus neoformans 

sobrevivem em ambiente ácido no interior de células dendríticas (WOSNIAK et al., 

2008); Histoplasma capsulatum modula o ambiente intrafagossomal (NEWMAN et 

al., 1992; EISSENBERG et al., 1993) e Candida albicans possui diversos 

mecanismos de sobrevivência (FERNADEZ-ARENAS et al., 2009). Muitos 

microrganismos já foram co-localizados em fagossomos EEA1 positivo, entre eles 

Legionella longbeachaea (ASARE; KWAIK, 2007), C. neoformans (WOZNIAK; 

LEVITZ, 2008) e C. albicans  (FERNADEZ-ARENAS et al., 2009), assim como P. 

brasiliensis neste trabalho.  
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Wang et al. (2009) descreveram que o ambiente de hipóxia, por 

mecanismos largamente desconhecidos, está associado com o aumento da 

sinalização mediada por receptores tirosina-quinase (RTK). A condição de hipóxia 

induz a expressão de fatores de transcrição como, o fator indutor de hipóxia (HIF-

1), e este regula a fusão de endossomo precoce. HIF-1 modula a fusão do 

endossomo precoce em células não transformadas e cancerosas. Assim, a 

condição de oxigênio influencia na expressão de genes de via endocítica. Então 

na condição de hipóxia, além do prejuízo da fagocitose, ocorre também um 

prejuízo na via endocítica. 

 A expressão do gene Rab5, Rab7 e Lamp-1 foi avaliada por qRT-PCR em 

macrófagos infectados com Pb18 cultivado em aerobiose e microaerofilia. 

Primeiramente, foi observado que a expressão de Rab5, Rab7 e Lamp-1 

inicialmente, apresentou diminuição em aerobiose. Após 24h de infecção, houve 

um aumento na expressão de Rab7 e Lamp-1 nas células infectadas. Bonfim et 

al. (2009) relatam que a interação inicial, após 30 minutos de contato, de P. 

brasiliensis com receptores TLRs, ocorre diminuição na expressão destes. A 

diminuição na expressão dos receptores TLRs justifica-se pelo fato do fungo ser 

internalizado juntamente com o receptor. Se a expressão de Rab5 está ligada a 

expressão de TLRs, isso justificaria a diminuição inicial na expressão de Rab5 

(LUND; DELOTTO, 2011), e o mesmo poderia ocorrer com Rab7 e Lamp-1 

inicialmente, mas não há dados na literatura em relação a isso. Já a expressão 

aumentada de Rab7 e Lamp-1, após 24h de infecção, se deve ao fato da 

necessidade de degradação dos receptores internalizados com P. brasiliensis, 

principalmente TLR4 (WANG et al., 2007), que é um dos receptores de interação 

de P. brasiliensis, juntamente com TLR2. Ou mesmo, após 24h de infecção, é 

possível pensar que o aumento na expressão desses genes pode ser devido à 

necessidade dos macrófagos de destruição do patógeno. 

Além dos receptores TLRs, já foi descrito por Monteiro da Silva et al. 

(2007), que a adesão e endocitose de P. brasiliensis por células epiteliais é 

mediada por receptores tirosina-quinases. Em relação a estes receptores, a 

atividade enzimática destes, é necessária para a fusão do endossomo via 

ativação de Rab5 (JOZIC et al. 2012). Assim, o mecanismo de redução na 

expressão desses genes de via endocítica, muito provavelmente está relacionado 

com a cascata de sinalização, através de receptores TLRs e até mesmo 
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receptores tirosino-quinases. Inferimos que a diminuição destes genes pode estar 

relacionada à interação com estes receptores, para tanto, seria necessário avaliar 

as vias de sinalização envolvidas no tráfego endocítico de P. brasiliensis no 

interior de macrófagos.  

A expressão de Rab5, Rab7 e Lamp-1 foi avaliada em macrófagos 

infectados, incubados em diferentes tensões de oxigênio. Foi observado que a 

expressão de Rab5 apresenta diminuição na expressão quando macrófagos 

foram incubados em baixa tensão de oxigênio (microaerofilia e anaerobiose). 

Pode-se assim justificar, que, como o ambiente de hipóxia reduz a capacidade 

fagocítica dos macrófagos, consequentemente a expressão de Rab5 será menor. 

Além disso, se a capacidade fagocítica dos macrófagos se torna reduzida, 

consequentemente, a interação do fungo com os receptores de superfície dos 

macrófagos também, assim a sinalização mediada pelos receptores tirosino-

quinases não promove a ativação de Rab5 (WANG et al., 2009; JOZIC et al., 

2012). 

Em condições de aerobiose foi observado que houve um aumento na 

expressão de Rab7 após 2h e 6h de infecção. Quando ocorre mudança na tensão 

de oxigênio, percebe-se que o perfil de expressão começa a ser alterado. Após 

2h, a expressão de Rab7 é maior nas células infectadas, mas com 6h diminui e 

em ambiente de anaerobiose tanto em 2h quanto em 6h, apresentam diminuição 

na expressão de Rab7. Assim, a expressão de Rab7 é influenciada pela tensão 

de oxigênio, quanto menor a tensão, menor a expressão, indicando que nestas 

condições ter-se-ia alteração na maturação do fagossomo.  

Um resultado expressivo foi o aumento na expressão de Lamp-1 em 

macrófagos incubados em hipóxia após 24h de infecção. O período de 24h é um 

período onde supomos que muitas leveduras já foram internalizadas, no entanto, 

ainda não se sabe se Pb18 é direcionado a lisossomo ou não, até o momento, o 

que foi delineado é que o mesmo é levado à endossomo precoce. Além disso, 

considerar que houve fagocitose de um grande número de leveduras é pouco 

provável, já que em condições de hipóxia a fagocitose é reduzida. Kolenda et al. 

(2011) relataram que a expressão de LAMP-1 aumenta em condições de hipóxia, 

estando de acordo com o que foi observado em nosso trabalho. 

 As proteínas EEA1 e Rab5 são consideradas imunomarcadores de 

endossomo precoce, onde EEA1 é uma molécula efetora de Rab5, ou seja, a 
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fusão do endossomo precoce depende de EEA1 para ocorrer. Ao analisar, por 

imunofluorescência, a expressão de Rab5, com o objetivo de co-localizar Pb18 

em fagossomo Rab5 e Rab7, não se observou este fato. No entanto, através da 

co-localização de EEA1 é possível inferir que a rota utilizada por Pb18 no interior 

de macrófagos passa pelo fagossomo precoce. Através das imagens de 

microscopia confocal, foi possível observar que a expressão de Rab5, assim 

como a expressão de Rab7, ocorre em forma de “raft”. A definição original de 

“raft” é uma estrutura chamada de jangada lipídica, formada por esfingolipídeos e 

colesterol em plataformas móveis, sobre o qual estão inseridas proteínas 

específicas (OWEN et al., 2012). A literatura relata que as proteínas Rab estão 

envolvidas na interação com a membrana da célula hospedeira, Rab14, uma Rab 

GTPase, foi co-localizada como domínio basolateral de proteína apical associada 

ao “raft” (KITT et al., 2008). Assim, concluimos que há envolvimento de proteínas 

Rab com “raft” lípidico. Igualmente, neste trabalho abre-se uma importante linha 

referente aos passos envolvidos durante a interação de P. brasiliensis e os 

macrófagos, quanto à via endocitica. Geralmente, a exposição deste fungo que é 

intracellular facultativo ao conteudo lisosssomal, e os dados deste trabalho podem 

explicar em parte algumas das caracteristicas desta doença, pois aparentemente 

o fungo pode diminuir as moléculas efetoras da via endocítica, por influência das 

condições do meio quanto à nutrição e a tensão de oxigênio. Quais moléculas do 

fungo estariam envolvidas na invasão, bem como nas etapas seguintes são o 

grande desafio para descobrirem-se novos alvos para a terapêutica desta doença.  
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6. Conclusões  
 

- A depleção de metais altera a via endocítica de P. brasiliensis; 

 

- O cultivo de P. brasiliensis na depleção de ferro e cobre aumenta a interação 

deste com macrófagos; 

 

- P. brasiliensis é fagocitado por macrófagos alveolares e possivelmente entra 

nestas células por endocitose mediada por clatrina; 

 

- P. brasiliensis foi co-localizado em fagossomo EEA1 positivo; 

 

- As diferentes tensões de oxigênio influenciaram na expressão de genes da via 

endocítica. 
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Abstract 

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a chronic granulomatous disease caused by the 

dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis, endemic in Latin America. P. 

brasiliensis has been observed in epithelial cells in vivo and in vitro, as well as 

within the macrophages. The identification of the mechanism by which it survives 

within the host cell is fertile ground for the discovery of its pathogenesis since this 

organism has the ability to induce its own endocytosis in epithelial cells and most 

likely in macrophages. The study of the expression of endocytic proteins pathway 

and co-localization of microorganisms enable detection of the mechanism by 

which microorganisms survive within the host cell. The aim of this study was to 

evaluate the expression of the endocytic protein EEA1 (early endosome antigen 1) 

in macrophages infected with P. brasiliensis. For detection of EEA1, three different 

techniques were employed:  immunofluorescence, Real-time PCR and 

immunoblotting. In the present study, decreased expression of EEA1 as well as 

the rearrangement of the actin was observed when the fungus was internalized, 

confirming that the input mechanism of the fungus in macrophages occurs through 

phagocytosis.  

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, macrophages, early endosome and 

EEA1. 

 

1. Introduction 

P. brasiliensis is able to adhere to, invade and disrupt the barriers imposed by 

the host tissues [1, 2, 3].  P. brasiliensis is internalized by epithelial cells in vivo 

and in vitro [4, 5, 6], as well as by professional phagocytes, neutrophils, alveolar 

macrophages and dendritic cells [7, 8, 9]. 
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Several pathogens present strategies for survive and replicate inside host cells. 

Candida albicans invades the oral epithelial cells, inducing its own endocytosis 

and gains access to epithelial vacuolar compartments [10]. Cryptococcus 

neorformans survives in phagolysosome acid [11], like the conidia of Aspergillus 

fumigatus [12], and others microorganisms. 

Endocytosis is highly conserved across cell types and species. The Rab family 

of small GTP-binding proteins plays crucial roles in regulating these trafficking 

pathways. The best characterized compartment-specific proteins are the small 

GTP-binding Rab proteins where Rab5 is localized to early endosome and Rab7 

to late endosome [13, 14].  EEA1 is a Rab5 effector that has a critical function as 

organelle-tethering molecule [15] and it is implicated in cargo selection, vesicle 

budding, vesicle motility, tethering, docking, fusion membranes, and functional 

organelle identity [16].  

Monocytes and monocyte-derived macrophages support the intracellular 

replication of ingested P. brasiliensis [7], however no studies have been done 

about exactly how this fungus enters the cells, survives inside the endosome and 

in what way influences the endosomal pathway. The establishment of its 

productive infectious cycle depends on Paracoccidioides entry into macrophages 

and their subsequent intraphagosomal survival. 

Phagosomal biogenesis is a fundamental biological process of particular 

significance for the function of phagocytic and antigen-presenting cells. The 

precise mechanisms governing maturation of phagosomes into phagolysosomes 

are not studied in paracoccidioidomycosis. Then, the present study was performed 

to evaluate changes in the expression of the Rab5 effector early endosome 
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autoantigen (EEA1) and its implication on infected macrophages with P. 

brasiliensis. 

 

2. Materials and Methods 

2.1 Microrganisms 

Experiments were performed using the yeast form of P. brasiliensis (Pb), strain 18. 

It was grown in Fava-Netto´s medium at 35°C, for 3 - 4 days. 

2.2 Antisera and reagents 
The cell-free antigen, a rich solution of cell-wall-associated antigens, was prepared 

as described elsewhere [17]. Protein concentration of the extract was quantified by 

the Bradford method (BioRad) and the samples were analyzed by SDS-PAGE. 

The polyclonal antibody raised against cell-free antigen of P. brasiliensis was 

prepared as described in Mendes-Giannini et al. [5]. Rabbits were inoculated by 

intradermal injections of 1.0 ml of antigen mixed with 1.0 ml of complete Freund's 

adjuvant. Subsequent injections of antigen with incomplete Freund's adjuvant were 

given weekly for a period of 4 weeks and then monthly for a period of 3 months. 

The rabbits were bled 7 days after the last dose. The immunoglobulin fractions of 

the antisera were separated by precipitation with ammonium sulfate and stored at 

-70°C.  

The following antibodies were used in this study: Monoclonal Anti-EEA1 

antibody produced in mouse (Sigma-Aldrich; cat. # E7659), anti-Mouse IgG (Fab 

specific)–Peroxidase antibody produced in goat (Sigma-Aldrich; cat. # A3682), 

Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit IgG (Molecular Probes; cat. # A11032) and Alexa 

Fluor 488 goat anti-mouse IgG (Molecular Probes; Cat. # A11029). Fluorescein 

isothiocyanate (FITC)-labeled phalloidin (cat. #  P5282) and all other reagents 

were purchased from Sigma-Aldrich.  
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2.3 Macrophages culture 

Macrophages alveolar murine line AMJ2-C11 (ATCC CRL-2456) were 

seeded overnight in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, 

Brazil), supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum (Cultilab, Brazil). 

2.4 Infection assay 

Macrophages were cultured at 36.5 °C in 24-well plates, with the well-bottoms 

covered with coverslips, and adjusted to 1.0 × 105 cells per well. Then, 1.0 × 105 

yeasts/ ml-1 were added to the cells, reaching a yeast/macrophage ratio of 1:1, 

and incubated for 6h at 36.5 °C, to observe phagocytosis process and analysis of 

the endocytic pathway. The assay was analyzed by conventional fluorescence and 

scanning confocal laser (LSM-510, Carl Zeiss, Jena, Göttingen) microscopy.  

2.5 Indirect Immunofluorescence 

To study the actin changes and endocytic pathway in infected macrophages 

with P. brasiliensis (Pb18), macrophages monolayers (1x105 cells per well) were 

cultured at 36.5°C in 24-well plates for 6 h. Macrophages were infected with Pb18 

suspension (1x105 cells ml-1) and after 6 h of infection, the monolayers were fixed 

and washed in PBS, and permeabilized in 0,5% Triton X-100 for 30 minutes. After, 

anti- P. brasiliensis cell-free antibody were added for 1 h, antibodies unbound 

were removed by washing in PBS, and then Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit IgG 

were added for 1 h. Following this period, FITC-labeled phalloidin were added for 

1 h, and then observed by confocal microscopy. For evaluation of the role of 

EEA1, after the fungal labeled, anti-EEA1 antibody was added for 1 h, antibodies 

unbound were removed by washing in PBS, and then Alexa Fluor 488 goat anti-

mouse IgG were added for 30 minutes. After which the cells were washed three 
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times with PBS, mounted in PBS-glycerin and analyzed scanning confocal laser 

(LSM 510 – META, Zeiss) microscopy. 

 

2.6 RNA isolation, cDNA synthesis and Real-time PCR 

A suspension of macrophages was adjusted to 1x106 ml-1 and cultured at 

36.5°C in bottles for 24 h. A suspension of 1x106 fungal cells ml-1 was prepared in 

sterile PBS, added to the cells and incubated for 2, 6, 10 and 24 h at 36.5°C. After 

incubation, the cells were scraped, centrifuged and the pellet stored -70°C. 

Isolation of total RNA, from control Pb18 yeast (cultured in Fava-Netto medium) 

and from infected macrophages (lysed with glass beads), was performed with 

Trizol reagent (Gibco), following the manufacturer`s instructions. First-strand 

cDNA synthesis was Superscript III reverse transcriptase (Invitrogen). Constitutive 

GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) macrophage gene was 

used as an internal control (amplified by the primer pair forward - 

5´TGCGACTTCAACAGCAACTC3´ and reverse -

5´ATGTAGGCCATGAGGTCCAC3´) of the expression value (fold-change) of gene 

of interest in the macrophage infected sample in comparison to the non-infected 

control. EEA1 gene (amplified by the primer pair forward - 

5’CCAAGACCTACAGGCCTCAC3’ and reverse - 

5’GCTGACGAATCAGTCACCAA3’) expression was assessed in infected 

macrophages compared to non-infected. Reactions were performed with 12,5 µl 

master mix and 2 µl reverse transcriptase mix from a QuantiTect SYBR Green RT-

PCR kit (Qiagen), each primer was added to a concentration of 25 nM / µl. 

Reverse transcription was carried out at 50°C for 30 minutes, followed by 

denaturation of the enzyme at 95°C for 15 minutes. The PCR was performed
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with 40 cycles of denaturation at 94°C for 30 s, anneling at 60°C for 30 s and 

extension at 72°C for 45 s, with a final cycle at 72°C for 10 minutes. Two 

independent RNA sample were prepared for use in experiments. The reactions 

were performed twice in triplicate, using an Applied Biosystems 7500 thermal 

cycler. The data were analysed using the 2-ΔΔC
T method [18].  

2.7 Immunoblotting 

A suspension was adjusted to 1x106 macrophages ml-1 and cultured at 36, 

5°C in bottles for 24 h. A suspension of 1x106 fungal cells ml-1 was prepared in 

sterile PBS, added to the cells and incubated for 2, 10 and 24 h at 36,5°C. After 

incubation, lysis buffer was added (100 mM Tris-HCl, pH 7,5, 0,1 M NaCl, 2 mM 

EDTA, 1% of 1 mM PMSF(phenylmethylsulfonyl fluoride) and centrifuged by 10 

minutes/ 17500 x g/ 4°C. The dosage of proteins was performed by method 

Bradford [19], and after, the proteins were separated by SDS-PAGE [20], and 

transferred to a nitrocellulose membrane. Immunoblot analysis was carried out as 

previously described by Towbin et al. [21]. The blots were washed briefly and then 

incubated for 1 h at 4 °C with anti-EEA1 antibody and goat anti-mouse 

immunoglobulin–rabbit peroxidase conjugate diluted 1:500 in blocking solutions. 

The blots were washed and then developed with “Enhance chemiluminescence” 

(ECLTM) (TrisHCl 1M pH 8,5/ luminol/ cumaric acid) and then was developed with 

film of ray-X.  

 

3. Results 

Uninfected macrophage showed intense staining of long cellular actin 

filaments (Fig 1A). Infected macrophage cells presented actin filaments 

condensed in the margins and projections in the contact areas with P.brasiliensis 
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yeast cells. The recruited actin was situated around the P. brasiliensis and 

appeared as aggregates of F-actin that were co-located with the fungus-cell 

interaction sites. Thereafter, P. brasiliensis appears internalized without 

detectable damage to the macrophage cell membranes. The surface of the 

internalized yeast cell was strongly recognized by actin-specific serum and the 

integrity of actin microfilaments was maintained in the host cells. Then, the 

process of phagocytosis of P. brasiliensis could be observed by the rearrangement 

of actin filaments, which forms on input of the fungus in macrophages (Fig. 1).  

 Early endosome antigen 1 (EEA1) is a peripheral membrane protein 

present in cytosol and membrane fractions. Immunofluorescence staining of EEA1 

in macrophage cells yields punctuate staining pattern consistent with the 

cytoplasmic distribution of endosomes, but in a different way when compare 

infected-macrophages (Fig. 2 - B e C) in relationship uninfected-macrophages 

(Fig. 2 - A). A decrease EEA1 expression was observed in P. brasiliensis infected 

macrophages compared to uninfected ones. The reduce expression was proved 

by indirect immunofluorescence (Fig. 2 - A, B e C), Real-time PCR and 

immunoblotting (Fig 2 - D).  Real-time PCR confirmed decrease expression of 

gene EEA1 in different time. Diminished expression was observed in all infection 

times, mainly with 24 h of infection, probably due to activation of the pathway 

signals. 

 

4. Discussion 

 Paracoccidioidomycosis (PCM) is a mycosis very common in Latin America, 

and P. brasiliensis may have several factors that participate of its survival inside 

host cells. Macrophages provide a front-line defense at the site of infection and, 
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because of this many pathogens have evolved elaborate mechanisms to subvert 

macrophage behavior [22, 23, 24]. The aim of this work was verified the actin 

involvement after the internalization of P. brasiliensis by alveolar mouse 

macrophages. We observed actin filaments rearrangement, confirming the 

phagocytosis process as well as demonstrated previously in epithelial cells. In this 

sense, P. brasiliensis presented some factors allowed adhesion and invasion of 

epithelial cells, as A549 cells (type II pneumocytes) and Vero cells (African green 

monkey kidney), and in consequence rearrangements of the cytoskeleton [6].  

The actin cytoskeleton is essential for the phagocytosis of pathogens, but is 

also commonly hijacked and subverted [25, 26]. Several human pathogens are 

capable of being expelled from host cells by controlling the actin cytoskeleton [26]. 

In contrast, expulsion of Cryptococcus appears independent of actin 

polymerization, since treatment of macrophages with the actin depolymerizing 

drug cytochalasin D enhances, rather than blocks, expulsion [27, 28]. 

The interaction of Listeria monocytogenes with the host actin cytoskeleton 

has been intensively studied [29]. The actin filaments can be repeatedly 

assembled and disassembled on phagosomes containing Listeria monocytogenes 

prior to their escape into the cytoplasm and that this assembly may be triggered by 

mechanical disruption of the membrane [30]. Recently, Liebl and Griffiths [31] 

described a related phenomenon on phagosomes containing latex beads, 

suggesting the mature actin prevented the phagosome, thereby blocking the 

lysosomal vesicle fusion with the phagosome [31]. These results are presented in 

accordance with data from Dictyostelium [32]. 

 Johnston and May [33] showed that actin is repeatedly polymerized and 

depolymerized on phagosomes containing cryptococci in both macrophage-like 
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cell lines and human primary macrophages. This process appears to inhibit 

cryptococcal expulsion in response to phagosome permeabilisation, suggesting 

that it may have an important function in vivo in restricting cell-to-cell spread of the 

pathogen. Current understanding of the block in M. tuberculosis phagosome 

maturation also sheds light on fundamental aspects of phagolysosome biogenesis. 

The maturation block involves interference with the recruitment and function of 

rabs, rab effectors (phosphatidylinositol 3-kinases and tethering molecules such as 

EEA1), SNAREs (Syntaxin 6 and cellubrevin) and Ca2+/calmodulin signaling [34]. 

For the first time, we analyzed the P. brasiliensis endocytic pathway 

throughout the EEA1 protein expression. The expression and localization of EEA1 

were presently performed through different methodologies, such as scanning laser 

confocal microscopy, Real time PCR, and Western blotting. This protein is present 

in early endosome, on the first hours of infection and P. brasiliensis promoted 

intense decrease of EEA1 after a few hours. 

EEA1 is a protein responsible for vesicle budding, transporting, tethering, 

and docking events in the early endosomes, and consequently diminish the normal 

entry of nutrients and other endocytic ligands. Batista et al.  [35] showed that in 

infected cardiomyocytes with Trypanosoma cruzi occurs decrease of the 

expression EEA1 protein as demonstrated in our work. 

The EEA1 exclusion from phagosomes provides strong evidence 

suggesting that alterations in phagosome maturation caused by the fungus may 

originate upstream of the EEA1-mediated trafficking. The exclusion of EEA1 leads 

to a block in trafficking from the trans-Golgi network to phagosomes. The data 

presented here illustrate the necessity of found out the molecule can intersect with 

the Rab5/EEA1 pathway of phagosome maturation and with this particular point of 
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convergence between the signaling and membrane trafficking pathways in the 

host cell. The survival strategies used by P. brasiliensis as well as parasites as 

Leishmania donovani promastigotes during the establishment of infection in 

macrophages consists in inhibiting phagosome-endosome fusion and by losing the 

early endosome markers EEA1 [36]. The data presented here indicate a need to 

discover fungus protein, which can interact with Rab5/EEA1 because it is 

considered that the decrease of EEA1 can be a survival strategy used by P. 

brasiliensis, as well as parasites such as Leishmania donovani promastigotes 

during the establishment of infection in macrophages consists in melting the 

endosome and inhibits phagosome-to lose the early endosome marker EEA1 [36].  

We presented evidence as showed in C. albicans [10] that P. brasiliensis is 

internalized through actin-dependent endocytosis. Both fungus-containing 

endosomes transiently acquired early endosomal marker EEA1. Defective 

endolysosomal maturation may partially explain the inability of oral epithelial cells 

to kill C. albicans as well as observed in P. brasiliensis [5]. Other fungi have similar 

behavior and after entry into host cells, C. neoformans also resides in early 

endosomal antigen 1 (EEA1)-positive compartments [37] and they can resist 

intracellular killing, and eventually escape from the macrophage [38, 33]. 

Histoplasma capsulatum, another facultative intracellular fungus, after 

phagocytosis, is able to inhibit phagolysosome fusion and actively modulate 

phagosomal pH to optimize its survival within phagosomes [39]. 

 In conclusion, P. brasiliensis alters expression of proteins responsible for 

traffic endosomal, consequently impairing cellular nutrition, as well as traffic yeast 

P. brasiliensis for final destruction in the lysosome.  
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Fig. 1 Rearrangement of actin during internalization by macrophage cells. (A) Actin 

pattern in uninfected macrophages. (B, C and D) After macrophage infection, cells 

stained with FITC-phalloidin and intracellular P. brasiliensis stained with anti-cell 

free antibody and Alexa Fluor R 594 conjugate. The microfilament redistribution 

appeared as the formation of aggregates of F-actin that were co-located with the 
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fungus adherence and invasion sites. This Figure is reproduced in color in the 

online version of Medical Mycology . 

 

 

 

 

 

Fig. 2 EEA1 in macrophages infected. (A, B & C) EEA1 expression in 

macrophages infected (B, C) and non-infected (A) with P. brasiliensis, 

macrophages immunolabeled with primary antibodies anti-EEA1 (green) and 

secondary conjugated Alexa Fluor R 488, and P. brasiliensis immunolabeled with 

anti-cell-free antibody (red) and secondary conjugated Alexa Fluor R 594, and 

nucleus was labeled with DAPI (blue) (Zeiss LSM 510 Meta Confocal Microscope). 

(D) Relative expression of EEA1 in P. brasiliensis infected and uninfected-

macrophages by real-time PCR and Immunoblot EEA1 protein. F, fungal; UIM, 

uninfected macrophages; IM, infected macrophages. This Figure is reproduced in 

color in the online version of Medical Mycology. 


