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Resumo 

Paracoccidioides brasiliensis é um parasita intracelular facultativo que apresenta-se 

sob a forma de micélio à temperatura ambiente e se diferencia para forma de levedura quando 

submetido à temperatura de 37°C ou durante a invasão aos tecidos de hospedeiros. P. 

brasiliensis não necessita do hospedeiro mamífero para completar seu ciclo biológico. Apesar 

disso, o fungo é capaz de sobreviver e se replicar nos tecidos do hospedeiro com o 

estabelecimento da doença. Em face desse paradoxo, questiona-se porque tais estratégias de 

sobrevivência se originaram e foram mantidas pela evolução nesse organismo. A hipótese 

proposta para vários fungos patogênicos é que fatores de virulência possam ter se 

desenvolvido como uma resposta à interação com predadores presentes no ambiente. Tais 

estudos utilizaram a ameba de solo Acanthamoeba castellanii, e mostraram quão expressivas 

são as similaridades nas estratégias fagocitárias de amebas e macrófagos. O objetivo geral 

desse trabalho é analisar a interação entre P. brasiliensis e A. castellanii, identificando os 

principais efeitos dessa interação na viabilidade dos organismos e na virulência desse fungo. 

Avaliando a interação entre P. brasiliensis e A. castellanii podemos constatar que a ameba é 

capaz de internalizar células do fungo. A cinética de fagocitose nos mostra que a porcentagem 

de amebas com fungos internalizados aumenta até 2 h após o início da coincubação e se 

mantem até 6 h. Analisando resultados da mortalidade de A. castellanii e P. brasiliensis 

quando coincubados por 24h observamos que a ameba é capaz de sobreviver e eliminar o 

fungo. Porém acreditamos que o fungo possa aumentar sua virulência quando recuperado após 

a coincubação com ameba, o que corrobora com resultados de testes similares feitos em 

macrófagos e nos dão fortes indícios de que esses protozoários estão intimamente ligados com 

o aparecimento de fatores de virulência em P. brasiliensis.  

Palavras Chave: Paracoccidioides brasiliensis, Acanthamoeba castellanii, ecologia,  

interação, virulência. 

 

  



 
 

 
 

Abstract 

Paracoccidioides brasiliensis is a facultative intracellular parasite and presents itself 

in the form of mycelium at room temperature and as yeast at 37°C or during invasion of host 

tissues. P. brasiliensis does not require a mammalian host to complete its life cycle. 

Nonetheless, the fungus is able to survive and replicate in the host tissues with the 

development of the disease. In view of this paradox, it is questioned why such survival 

strategies were originated and maintained in that organism. To try to answer this question 

Steenbergen et al (2001) and Casadevall et al (2003) created a hypothesis that virulence 

factors may have developed in some virulent fungi in response to interaction with predators in 

the environment. Such studies used the soil amoeba Acanthamoeba castellanii, and showed 

how significant are the similarities in the phagocytic strategies from amoebae and 

macrophages. The aim of this study is to analyze the interaction between P. brasiliensis and 

A. castellanii, identifying the main effects of this interaction in the viability of these two 

organisms and virulence of this fungus. Evaluating the interaction between P. brasiliensis and 

A. castellanii we observed that amoeba is capable of internalizing fungal cells. The kinetics of 

phagocytosis shows that the percentage of amoeba with internalized fungi increases within 2h 

after the start of coincubation and keeps up to 6h. Analyzing mortality results of A. castellanii 

and P. brasiliensis after coincubation for 24h we observed that amoeba is capable of surviving 

and kill the fungus. However, we believe that the fungus can increase its virulence when 

recovered after coincubation with amoebae, in agreement with results of similar tests on 

macrophages and gives us strong evidence that this protozoa is closely related with the 

emergence of virulence factors in P. brasiliensis. 

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, Acanthamoeba castellanii, ecology,  interaction, 

virulence. 
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1. Introdução 

 

1.1) P. brasiliensis e a paracoccidioidomicose  
 

Paracoccidioides brasiliensis é um fungo dimórfico e agente causador da 

paracoccidioidomicose (PCM), uma das micoses sistêmicas mais frequentes na américa 

Latina (Brummer et al., 1993;Restrepo et al., 2001). O fungo é encontrado na forma 

leveduriforme em culturas à 37°C e quando infecta tecidos de seus hospedeiros mamíferos, 

mas apresenta-se na forma de micélio à temperatura ambiente. Na forma de levedura é 

encontrado em tamanhos variando entre 4 e 30 μm e apresenta um formato ovalado. As 

leveduras do fungo são frequentemente encontradas cercadas de brotamentos de células filhas 

em sua periferia, resultando em uma estrutura parecida com uma roda de leme. Essa é uma de 

suas principais características, o que resulta no aparecimento de uma grande quantidade de 

grumos quando o fungo é cultivado em meio líquido (Brummer et al., 1993). Apesar de ser 

capaz de completar seu ciclo de vida no solo, presume-se que a forma miceliana no seu 

ambiente natural produza conídios, os quais agem como propágulos infecciosos, que ao serem 

inalados chegam aos pulmões, onde passam por uma mudança dimórfica para a forma de 

levedura estabelecendo a infecção (Brummer et al., 1989). Nos tecidos do hospedeiro P. 

brasiliensis é ingerido por macrófagos e pode se replicar no interior dessas células. A 

transição dimórfica é fundamental para o estabelecimento da infecção e depende basicamente 

da temperatura, sendo facilmente reproduzida in vitro, a partir da simples mudança na 

temperatura de cultivo do microrganismo. Ainda se sabe pouco sobre o controle das 

mudanças morfologicas nas transições dimórficas do fungo, mas sabe-se que cAMP possui 

um papel importante já que a presença de cAMP exógeno inibe a transição de levedura para 

micélio (Brummer et al., 1989;Borges-Walmsley e Walmsley, 2000). As mudanças 

morfológicas quando P. brasiliensis assume a forma de levedura envolvem um aumento na 

quantidade de quitina, mudanças na membrana celular envolvendo diferenças nos 

glicoesfingolipídios (GSL) e aumento da porcentagem de α-1,3-glicana na parede celular. 

Uma das mudanças no fungo durante sua transição dimorfica envolvem a alteração de β-1,3-

glicana para α-1,3-glicana. Isolados mais virulentos possuem uma maior porcentagem de α-

1,3-glicana em sua parede celular (Borges-Walmsley et al., 2002). 
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 A paracoccidioidomicose é uma doença granulomatosa crônica e suas áreas de maior 

incidência são Brasil (80% dos casos), Venezuela e Colômbia (McEwen et al., 1995;Restrepo 

et al., 2001). No Brasil ocorrem aproximadamente 200 mortes por ano em virtude da PCM, 

sendo os estados mais afetados São Paulo, Goiás, Minas Gerais, Mato Grosso e Rondônia 

(Coutinho et al., 2002; Vieira et al., 2014). Essa micose acomete principalmente trabalhadores 

rurais ou pessoas que lidam diretamente com a terra. No entanto, a PCM tem se tornado uma 

infecção emergente em outras regiões em decorrência de perturbações ambientais e também 

tem sido descrita como uma infecção oportunista em portadores de HIV (Morejon et al., 

2009;Ameen et al., 2010). Em áreas endêmicas a ocorrência é de 3 casos para cada 100.000 

habitantes. Entretanto, a importância da PCM é subestimada devido ao fato dela, muitas 

vezes, ser assintomática. Dos aproximadamente 10 milhões de indivíduos infectados a doença 

só se manifesta em 2% dos casos. Apesar disso, essa doença demanda altos custos 

econômicos e sociais. Cerca de 50% dos casos de morte por micoses sistêmicas no Brasil no 

período de 1996 e 2006 foram decorrentes da PCM, além disso ela deixa frequentes sequelas 

secundárias que resultam na morbidade do paciente (McEwen et al., 1995;Barrozo et al., 

2009;Prado et al., 2009). A principal forma de diagnosticar a PCM ainda e feita por técnicas 

micológicas de microscopia e cultura. Entretanto existem técnicas mais avançadas como a 

detecção do antígeno gp43. Esse antígeno é uma glicoproteina secretada pelo fungo que fica 

armazenado em grandes vacúolos citoplasmáticos e sua secreção é realizada em regiões 

específicas da parede celular (Straus et al., 1996;Puccia et al., 2008).  

A maior taxa de incidência da PCM encontra-se entre indivíduos adultos do sexo 

masculino. Em um estudo realizado por Restrepo et al (1997), dos 5.500 pacientes 

examinados 5.045 eram do sexo masculino enquanto 455 eram do sexo feminino gerando uma 

proporção de Homem/Mulher de 11:1. Acreditava-se que essa proporção era devida a um grau 

de exposição maior ao fungo em indivíduos do sexo masculino, entretanto estudos realizados 

com crianças mostraram que antes de atingida a puberdade a incidência era próxima para 

ambos os sexos. Assim, em estudos mais recentes a maior taxa de incidência em indivíduos 

masculinos vem sendo relacionada a produção de hormônios diferenciada em homens e 

mulheres (San-Blas et al., 2002;Shankar et al., 2011). Testes in vitro mostraram que 

hormônios femininos como estrógeno foram capazes de inibir significativamente a transição 

do fungo de micélio para levedura e conídio para levedura mostrando que a presença desse 

esteróide pode de fato influenciar P. brasiliensis, uma vez que atua em uma etapa crucial do 

estabelecimento da doença (Restrepo et al., 1984;Shankar et al., 2011). Apesar do hormônio 
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feminino ter grande influência sobre a transição dimórfica de P. brasiliensis, outros fatores 

contribuem para uma maior incidência da PCM em indivíduos do sexo masculino. Estudos 

mostram que o sistema imune do hospedeiro pode afetar o desenvolvimento da doença. 

Células retiradas de camundongos do sexo feminino infectados com P. brasiliensis produzem 

níveis maiores de IL-12, IFN-γ e TNF-α, que são citocinas importantes na resistência à 

infecção. Já células retiradas de camundongos do sexo masculino infectados com o fungo 

produzem níveis maiores de IL-10, citocina que pode atrapalhar o desenvolvimento de uma 

resposta imune adequada contra P. brasiliensis (Pinzan et al., 2010). 

 A PCM  pode se apresentar de duas formas distintas: Aguda ou subaguda (tipo juvenil) 

e crônica (tipo adulto). Ambos os casos, quando não tratados, podem deixar lesões de pele 

permanentes ou até levar a morte. A forma aguda representa apenas 3 a 5% de todos os casos, 

atingindo na sua maioria crianças ou adultos jovens e é também a mais severa. Pacientes 

infectados com essa forma da doença podem apresentar hipertrofia de órgãos do sistema 

reticuloendotelial e disfunções na medula óssea. Já a forma crônica representa mais de 90% 

dos casos e acomete principalmente adultos do sexo masculino. Na maioria dos pacientes o 

pulmão é o órgão mais afetado e se não houver tratamento podem aparecer lesões na mucosa 

nasal e oral, pele, linfonodos e glândula adrenal. Normalmente a PCM é curada através da 

fibrose do tecido afetado, o que afeta permanentemente o bem estar do paciente (Franco, 

1987;Brummer et al., 1993;Borges-Walmsley et al., 2002).  

A principal estratégia do hospedeiro para conter a proliferação do P. brasiliensis é a 

indução da formação de granulomas, sendo essa uma das principais características da doença. 

Em pacientes com uma forma menos severa da doença a resposta imune induz a formação de 

granulomas mais densos e compactos associados com poucas células fúngicas. Já pacientes 

com a forma mais severa tendem a formar granulomas menos compactos e associados com 

um grande número de células fúngicas viáveis. A resposta imune do hospedeiro com PCM 

também pode ser caracterizada pela produção de citocinas do tipo 1 (IFN-γ, IL-12), induzindo 

macrófagos a produzir óxido nítrico (NO), que atua como um importante agente microbicida 

contra P. brasiliensis (Bocca et al., 1998;Calich et al., 1998;Borges-Walmsley et al., 2002). 

Entretanto, indivíduos susceptíveis a PCM frequentemente possuem uma baixa produção de 

IL-12 e IFN-γ que pode estar relacionada com o aumento na produção de IL-10, além disso 

evidencias mostram que a produção de IL-10 pode afetar negativamente a produção de óxido 

nítrico induzido por IFN-γ, reduzindo assim, a atividade fungicida de fagócitos como 

macrófagos (Costa et al., 2013). 
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Diferente de espécies de fungos geneticamente próximas ainda não foi observado um 

estágio sexual em P. brasiliensis. Entretanto estudos moleculares mostraram eventos de 

recombinação em populações isoladas do gênero Paracoccidioides sugerindo a existência de 

um possível ciclo sexual (Gomes-Rezende et al., 2012). Além disso, estudos de genômica 

comparativa com outros fungos dimórficos demonstraram a presença de genes conservados 

envolvidos na reprodução sexuada, mas a forma teleomórfica desse fungo ainda é 

desconhecida o que dificulta sua classificação. Assim, sua classificação vem sendo baseada 

em estudos de comparação filogenética de sequenciamento do DNA que codifica para 

subunidade maior do RNA ribossômico (26S). Atualmente o fungo pode ser classificado 

como um Ascomiceto (filo Ascomycota) da ordem Onygenales e família Ajellomycetaceae 

(Leclerc et al., 1994;Teixeira Mde et al., 2013). 

  Diferente do que se acreditava P. brasiliensis não é considerado uma espécie clonal. 

Estudos moleculares demonstraram extensas variabilidades genéticas entre seus diferentes 

isolados, além disso é conhecida a grande variabilidade na virulência desses isolados (Singer-

Vermes et al., 1989;Soares et al., 1995;Matute et al., 2006). Hoje é reconhecido que o gênero 

Paracoccidioides possui quatro linhagens filogenéticas distintas: S1, PS2 e PS3 do complexo 

P. brasiliensis e uma nova espécie denominada Paracoccidioides lutzii originalmente 

chamada de Pb01-like. Essas linhagens variam em virulência, adaptação a cultura in vitro e 

apresentam diferentes respostas imunes de seus hospedeiros (Desjardins et al., 2011). O 

isolado utilizado nesse estudo (Pb18) pertence ao grupo genético majoritário S1 que é 

encontrado principalmente no Brasil, Argentina, Paraguai, Uruguai, Peru e Venezuela. A 

linhagem PS2 é encontradas no Brasil e um na Venezuela enquanto a linhagem PS3 foi 

considerada clonal e restrita a Colômbia. Já a mais nova espécie P. lutzii é encontrada 

predominantemente na região centro-oeste do Brasil (Figura 1) (Richini-Pereira et al., 

2009;Desjardins et al., 2011;Theodoro et al., 2012).  

 

1.2) Ecologia de Paracoccidioides brasiliensis 

 

Desde a descoberta de P. brasiliensis e a primeira descrição da PCM foram feitas 

(1908), muitos avanços sobre a biologia do fungo foram feitos. Entretanto, quando se trata da 

ecologia e hábitat do fungo, a despeito de significantes progressos obtidos nos últimos anos, 

ainda existem muitas questões em aberto para se determinar de maneira clara o seu nicho 

ecológico. Existem vários indícios de que esse fungo apresente uma fase saprofítica no solo 
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e/ou em vegetais, como é o caso de vários outros fungos de interesse médico (Restrepo et al., 

2001;Tercarioli et al., 2007). Além do hospedeiro humano, nas últimas décadas P. 

brasiliensis tem sido reprodutivamente isolado em diferentes espécies de animais, dentre eles 

o mais encontrado é o Dasypus novemcinctus (tatu), sendo esse mais um indício que este 

fungo provavelmente habita o solo de regiões endêmicas (Bagagli et al., 1998). Entretanto P. 

brasiliensis já foi detectado molecularmente em várias outras espécies como o Procyon 

cancrivorus (Mão-pelada), Cavia aperea (Preá), Sphiggurus spinosus (Porco 

espinho), Galictis vittata (Furão-grande) e Eira barbara (Irara) (Restrepo et al., 

2001;Tercarioli et al., 2007;Richini-Pereira et al., 2008). 
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Figura 1. Distribuição geográfica do gênero Paracoccidioides e L. loboi. Atual distribuição 

das linhagens S1, PS2, PS3, P. lutzii e L. loboi (espécie próxima ao gênero Paracoccidioides) 

na América do Sul. Adaptado de Theodoro et al (2012).  
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D. novemcinctus é um mamífero encontrado na América do sul que constrói tocas 

subterrâneas e possui uma temperatura corporal variando entre 32,7°C e 35,3°C (Purtilo et al., 

1975;Boily, 2002). Vários isolados já foram encontrados em tatus, com características 

bastante semelhantes a isolados clínicos sugerindo que os mesmos infectam humanos e outros 

animais (Franco et al., 2000). O estudo molecular de isolados de P. brasiliensis encontrados 

em tatus pode ser de extrema importância para melhor compreendermos a ecologia e evolução 

desse patógeno. Além disso, estudos sobre o estilo de vida desse animal pode nos dar pistas 

sobre seu papel como hospedeiros no ciclo epidemiologico do fungo (Purtilo et al., 

1975;Corredor et al., 1999;Silva-Vergara et al., 2000;Boily, 2002). Vários trabalhos sugerem 

que o contato constante do tatu com P. brasiliensis no solo faz com que ele seja infectado 

repetidas vezes, o que pode ser útil no mapeamento das áreas de maior risco de infecção 

(Sano et al., 1999). Esses animais tem o hábito de viver próximos a suas tocas e não é comum 

que percorram longas distâncias para procurar alimento ou para reproduzir. Assim, tatus 

infectados podem indicar que o fungo é encontrado nas proximidades (Bagagli et al., 2003). 

Tatus infectados são comumente encontrados em áreas com sombra, perto de rios e 

com solos tanto argilosos quanto arenosos, indicando que a umidade é um fator importante 

para a ocorrência do fungo, enquanto que o tipo de solo parece não ter grande influência, 

apesar da infecção em humanos ser mais prevalente em solos argilosos (Simoes et al., 

2004;Bagagli et al., 2008). Diversos estudos foram feitos para analisar como P. brasiliensis 

interage com fatores abióticos no solo quando em sua forma de micélio. Foi observado que o 

fungo pode crescer em ambos os tipos de solo (argiloso e arenoso) e que a umidade é 

realmente um fator limitante para sua sobrevivência. Quando a umidade é alta o fungo 

apresenta boas taxas de crescimento, com uma umidade média apresenta taxas moderadas de 

crescimento, enquanto que com pouca umidade o fungo não é capaz de sobreviver. A 

presença de alumínio no solo também parece ser um fator importante para a sobrevivência do 

fungo. Grandes quantidades de alumínio limitam ou inibem seu crescimento. Corroborando 

com essa hipótese estudos feitos com tatus provenientes de regiões de solo rico em alumínio 

revelaram que a maioria dos animais capturados em regiões ricas em alumínio não 

apresentavam contaminação pelo fungo (Bagagli et al., 2003;Tercarioli et al., 2007). Ainda 

existem outros fatores ambientais que poderiam exercer alguma influência sobre o nicho 

ocupado por P. brasiliensis que ainda foram pouco explorados, entre eles a interação desse 

fungo com outros organismos de solo, a competição por recursos e predação por organismos 

fagocíticos e nematoides. Além disso é importante observarmos que o fungo pode ocupar 
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mais de um nicho ecológico em seu ciclo de vida. Durante sua fase de micéllio no solo ele 

sofre influências como temperatura e tipo de solo, umidade e competição com outros 

microorganismos. Já em sua fase de levedura, quando infecta um hospedeiro, o fungo sofre 

diferentes influências como a temperatura corporal, contato com hormônios e o ataque do 

sistema imune (Figura 2) (Bagagli et al., 2008). 

Figura 2. Ciclo de vida hipotético de Paracoccidioides brasiliensis. O fungo inicia seu ciclo 

de vida no solo na forma de micélio produzindo conídios que podem ser lançados no ar. Nesse 

meio ele enfrenta uma série de forças seletivas impostas pelo ambiente ou por outros 

microorganismos que podem aumentar a frequência de variantes mais virulentas do fungo. Os 

conídios, então, entram em seu hospedeiro mamífero por inalação ou através de um trauma e 

sofrem a mudança para a forma de levedura, estabelecendo assim a infecção. Dentro do 

hospedeiro ele enfrenta outras forças seletivas como temperaturas mais altas e um sistema 

imune. P. brasiliensis é  ingerido por macrófagos, porem pode sobreviver e passar por um 

período de latência ou se replicar no interior dessas células dando início a doença. Após a 

morte do hospedeiro P. brasiliensis pode retornar ao solo, assim como já foi observado em 

outros fungos da ordem Onygenales, dando início a um novo ciclo. Adaptado de Bagagli et al 

(2008). 
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1.3) Origem e manutenção da virulência em Paracoccidioides brasiliensis e 

outros fungos patogênicos  

 

 

Um número de potenciais mudanças fisiológicas e morfológicas que ajudam fungos  

patogênicos a infectar e estabelecer uma doença são comumente chamados de fatores de 

virulência (Kurokawa et al., 1998). Um organismo virulento somente pode ser definido na 

presença de um hospedeiro susceptível. Sua virulência é o efeito da interação entre ele e seu 

hospedeiro e depende de uma série de fatores presentes em ambos (Casadevall e Pirofski, 

2001;Garcia-Solache et al., 2013). Dimorfismo, aderência a células do hospedeiro, presença 

de α-1,3-glucana na composição da parede celular e produção de enzimas como proteases, 

lipases e fosfolipases são observados em P. brasiliensis e em outros fungos considerados 

patogênicos (San-Blas e Vernet, 1977;Mendes-Giannini et al., 2004). Um importante fator de 

virulência é a tolerância a temperaturas mais elevadas, uma vez que a maioria dos hospedeiros 

vertebrados possuem uma temperatura corporal mais elevada que a temperatura ambiente. A 

temperatura corporal elevada é um importante mecanismo de defesa contra a maioria das 

doenças, especialmente aquelas causadas por fungos, uma vez que a maioria desses fungos 

crescem melhor na temperatura ambiente. A tolerância a essas temperaturas é comum nas 

principais espécies de fungos patogênicos capazes de causar infecções sistêmicas como 

Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Sporothrix 

schenckii e Paracoccidioides brasiliensis (Kurokawa et al., 1998;Casadevall, 2012). 

 O antígeno gp43 encontrado em P. brasiliensis também é considerado um importante 

fator de virulência do fungo. Estudos indicam que gp43 encontrado na parede celular do 

fungo pode ser responsável pela sua adesão a componentes da matriz celular como laminina e 

também atuar com um efeito proteolítico em colágeno, elastina e caseína (Mendes-Giannini et 

al., 1990;Vicentini et al., 1994;Torres et al., 2013). A forma com que um antígeno é 

capturado e processado por diferentes células apresentadoras de antígeno vai depender de 

diversos fatores como a rota de entrada desse antígeno ou o estado do sistema imune do 

hospedeiro. Células T CD4
+
 são centrais para o funcionamento de todo o sistema imune. 

Essas células são responsáveis pela coordenação, expansão e regulação de células T CD8
+
 

alem de facilitar respostas de células B e recrutar múltiplos componentes do sistema imune 

inato. Células T CD4
+
 passam por um processo de diferenciação após um contato inicial com 

o antígeno. Esse processo vai depender da presença de citocinas e moléculas coestimulatorias 

e também do tipo de patógeno encontrado. Essa diferenciação pode afetar as características 
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funcionais da célula e pode determinar o tipo de resposta do hospedeiro que vai resultar na 

eliminação ou sobrevivência do patógeno (Ferreira et al., 2003;Muranski e Restifo, 2013). 

Gp43 possivelmente possui um efeito imunomodulatório após a infecção por P. brasiliensis. 

Em estudos realizados por Torres et al (2013) foram utilizadas técnicas de silenciamento 

gênico para reduzir a expressão de GP43 de leveduras do fungo. Foi observado que 

macrófagos estimulados com IFN-γ são mais eficientes em fagocitar e eliminar leveduras com 

o gene GP43 silenciado. Foi observado também um aumento na produção de TNF-α apenas 

em macrófagos que entraram em contato com leveduras com o gene silenciado. Alem disso, 

experimentos mostraram uma menor patogenicidade do fungo com o gene silenciado quando 

infecta camundongos, provavelmente devido a um aumento na produção de IFN-γ e TNF-α e 

um decréscimo na produção de IL-10 e IL-6 (Taborda et al., 1998;Ferreira et al., 2003;Torres 

et al., 2013). 

P. brasiliensis e diversos fungos patogênicos, como Cryptococcus neoformans, 

Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis e Sporothrix schenckii  possuem vários 

fatores de virulência em comum, entre esses estratégias para sobrevivência nos tecidos do 

hospedeiro. Entretanto, esses fungos são encontrados no ambiente associados ao solo e não 

necessitam de um hospedeiro mamífero para replicação ou disseminação. Se esses fungos não 

necessitam de um hospedeiro, porque possuem e mantem fatores de virulência para sobreviver 

a um ambiente inóspito, como o interior de um macrófago? Para responder essa pergunta 

alguns grupos tem investido em estudos sobre a interação de fungos patogênicos com 

organismos de solo, entre esses, protozoários como Acanthamoeba castellanii, Dictyostelium 

discoideum, e nematóides (Steenbergen et al., 2001;Mylonakis et al., 2002;Casadevall et al., 

2003;Steenbergen et al., 2003). Segundo essa vertente, certos aspectos da patogênese de 

fungos podem ter sido selecionados em reposta a interação desses organismos com outros 

organismos presentes no solo. A vida no solo está sujeita a mudanças climáticas, inundações, 

dessecação, radiação solar além da predação de organismos como nematoides, amebas e 

outros protistas que se se alimentam de bactérias e leveduras. As condições encontradas no 

solo poderiam ter exercido uma das pressões seletivas para a origem e manutenção de fatores 

de virulência que auxiliariam o fungo a sobreviver nas condições impostas pelo ambiente e 

sobreviver ou escapar da fagocitose de predadores. A proposta dos autores dessas idéias é que 

tais atributos de virulência foram parcialmente selecionados durante a evolução favorecendo a 

sobrevivência desse fungo durante a interação com predadores ambientais (Steenbergen et al., 

2001). Dessa forma, poderiamos dizer que esses fungos na verdade seriam patógenos 
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acidentais. A virulência adquirida por eles e a capacidade de sobreviver em seu hospedeiro 

seriam produtos gerados da adaptação para sobreviver em seu ambiente natural. Além disso 

esses fungos apresentam pouca especificidade em relação aos hospedeiros que infecta, sendo 

capazes de infectar hospedeiros filogeneticamente distantes, mostrando que eles possuem 

fatores de virulência bastante robustos e que podem ser usados com diferentes propósitos 

(Casadevall et al., 2003;Casadevall e Pirofski, 2007;Garcia-Solache et al., 2013).  

Amebas e macrófagos apresentam várias características em comum por serem células 

fagocitárias, incluindo a sua habilidade em fagocitar partículas, sequestrá-las em vacúolos e 

secretar enzimas lisossomais para digeri-las. Assim, foi mostrado que várias das estratégias 

desenvolvidas por patógenos intracelulares para sobrevivem dentro do ambiente inóspito de 

macrófagos também favorecem sua sobrevivência durante a interação com potenciais 

predadores de solo (Swanson e Hammer, 2000). O primeiro exemplo com fungos foi proposto 

com o estudo de C. neoformans e foi observado que a ameba A. castellanii é capaz de 

fagocitar o fungo, e que o fungo é capaz de se replicar dentro da ameba, do mesmo modo que 

em macrófagos. Posteriormente outros estudos foram feitos com fungos dimórficos como 

Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii e Blastomyces dermatitidis. Apesar desses 

fungos viverem no solo na sua forma miceliana, é possível que possa existir populações 

heterogêneas contendo leveduras, principalmente em regiões mais quentes onde o solo pode 

atingir temperaturas mais elevadas. Além disso, a forma miceliana pode funcionar como uma 

estratégia para prevenir a predação desses fungos por amebas e outros organismos de menor 

porte (Steenbergen et al., 2001;Steenbergen et al., 2004).  

Casadevall et al (2003) sugeriu dois conceitos para estudos da interação entre fungo e 

ameba: “Ready-made virulence” e “Dual-use virulence”. De acordo com essas hipóteses o 

fungo poderia ter originado seus fatores de virulência no solo para sobreviver a pressão 

seletiva do ambiente, ou seja, a virulência já estava “pronta” quando ele infectou um 

hospedeiro vertebrado pela primeira vez. Além disso, eles observaram que vários dos fatores 

que favorecem a sobrevivência do fungo em macrófagos, também auxiliam na sua 

sobrevivência durante a interação com as amebas, dando aos fatores de virulência um “duplo” 

uso. Fatores como o acúmulo de vesículas contendo polissacarídeos da cápsula e a produção 

de fosfolipases podem ter mais de uma função na sobrevivencia de um fungo. A cápsula em 

C. neoformans que aumenta a virulência quando fungo infecta um hospedeiro vertebrado 

também pode atuar prevenindo a fagocitose por amebas de solo e ainda proteger contra a 

dissecação. Similarmente a presença de melanina que protege contra estresses do ambiente 
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está associada ao aumento da virulência do fungo quando infecta animais (Casadevall et al., 

2003;Nosanchuk e Casadevall, 2006;Casadevall e Pirofski, 2007). 

 

 

1.4) Acanthamoeba castellanii e outros organismos como modelo para o 

estudo de fungos patogênicos. 

 

 

Amebas de vida livre são protozoários oportunistas amplamente distribuídos na 

natureza. Podemos encontrar espécies desse microrganismo em diversos tipos de ambiente 

como solo, ar, água doce e salgada. Entretanto apenas quatro gêneros são capazes de infectar 

o ser humano: Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia e Sappinia (Rivera et al., 

1987;Schuster e Visvesvara, 2004;Visvesvara et al., 2007). Acanthamoeba spp. é o gênero 

mais comum e amplamente distribuído em todo o planeta. Pode sobreviver a 37ºC, suporta 

uma grande variação na temperatura, pH e osmolaridade permitindo que sobreviva em água 

destilada e seja capaz de infectar indivíduos mamíferos. Já foi isolado em peixes, pássaros, 

anfíbios, repteis, mamíferos e já foi encontrado em amostras de tecidos de pulmão, cérebro, 

lesões de pele e na córnea (Madrigal Sesma, 1988;De Jonckheere, 1991;Mergeryan, 

1991;Dykova et al., 1999). Acanthamoeba spp. tem dois estágios em seu ciclo de vida: Um 

estágio vegetativo na forma de trofozoíto (8-40 μm) e outro dormente na forma de cisto (8-29 

μm). A forma de trofozoíto se divide por fissão binária e se caracteriza por possuir um núcleo 

interno e a presença de pseudópodes que auxiliam na captura de presas assim como adesão e 

movimentação. Os trofozoítos se alimentam de microrganismos como bactérias, algas e 

leveduras, mas também podem se alimentar de pequenas partículas orgânicas solúveis. É 

nessa forma que amebas infectam um hospedeiro, entretanto, quando estão em situações 

adversas como grandes variações de temperatura e pH ela passa para forma de cisto. O cisto é 

extremamente resistente a grandes variações de temperatura, pH, osmolaridade, resiste a 

dessecação e longos períodos sem alimentação. Ele possui duas camadas de parede celular 

(endo e ectocisto) e pequenos poros que são usados para monitorar mudanças no ambiente 

que, quando favorável, induz o retorno para forma de trofozoíto (Preston e King, 

1984;Aksozek et al., 2002;Khan, 2006).  

A. castellanii é uma das espécies mais estudadas de amebas. Esse patógeno oportunista 

é conhecido por causar ceratite, uma doença comumente encontrada em usuários de lente de 

contato. Essa infecção pode destruir tecidos do olho e levar a cegueira. Os sintomas da doença 

incluem vermelhidão nos olhos, fotofobia e edema palpebral. Outra doença causada por A. 
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castellanii é a encefalite amebiana granulomatosa. Essa doença ataca o sistema nervoso 

central e pode ser fatal. Seus sintomas variam entre dores de cabeça, confusão, náusea, 

vomito, febre e sinais de aumento da pressão intracraniana. Apesar de causar diversas 

doenças, infecções com Acanthamoeba spp. não são comuns. Estudos mostram que mais de 

80% da população possuem anticorpos para espécies desse gênero (Martinez et al., 

1980;Mietz e Font, 1997;Anderson et al., 2005). Pouco se sabe sobre a patogênese da 

infecção e os determinantes bioquímicos da virulência de Acanthamoeba spp., mas sabe-se 

que propriedades de aderência, resistência a temperaturas mais elevadas e mecanismos de 

evasão do sistema imune representam importantes fatores para a patogenicidade da ameba 

(Mazur e Hadas, 1994;Marciano-Cabral e Cabral, 2003). As lectinas possuem um importante 

papel na adesão da ameba com a córnea do hospedeiro. Entre as lectinas a mannose-binding 

protein (MBP) é um conhecido fator de virulência para Acanthamoeba spp. Ela auxilia na 

adesão da ameba à córnea do hospedeiro através de interações de lectinas na superfície da 

ameba com resíduos de manose no epitélio da córnea. Para entender melhor o papel funcional 

da MBP, Yoo e Jung (2012) realizaram experimentos em que a MBP de A. castellanii foi 

saturada com manose. Os resultados mostraram que a citotoxicidade, capacidade de adesão e 

a fagocitose foram comprometidos após o tratamento das células com manose, mostrando que 

essa proteína tem um importante papel na virulência desse protozoário (Garate et al., 

2004;Yoo e Jung, 2012).  Acanthamoeba spp. é bastante estudada não só devido a sua 

associação com diversas doenças em pessoas imunocomprometidas e sua grande importância 

no ecossistema, mas também pela possibilidade de servir como reservatórios ou “Cavalos de 

Troia” para outros microrganismos (Fields et al., 1984;Siddiqui e Khan, 2012a). Bactérias 

patogênicas conseguem sobreviver à fagositose por Acanthamoeba spp. e continuar viáveis 

em seu interior. Dessa forma a ameba pode atuar como um “veículo transportador” levando 

outros microoganismos para o interior de seu hospedeiro ou como um reservatório em que 

bactérias podem se reproduzir em um ambiente mais favorável (Greub e Raoult, 2004;Alsam 

et al., 2006). Existem estudos mostrando que a interação com Acanthamoeba spp. pode atuar 

como um “treinamento” em que bactérias desenvolvem estratégias para escapar da fagocitose, 

consequentemente tornando-se mais resistentes ao ataque de macrófagos. Os mecanismos 

utilizados por essas bactérias para escapar da fagocitose da ameba são os mesmos utlizados 

para escapar e sobreviver a macrófagos. Por exemplo, a forma com que L. pneumophila  

sobrevive a fagocitose por Acanthamoeba depende dos mesmos genes (icmT, icmR, icmQ, 

icmP, icmO, icmM, icmL, icmK, icmE, icmC, icmD, icmJ and icmB) utilizados para 
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sobreviver ao macrófago no interior de seu hospedeiro (Segal e Shuman, 1999;Siddiqui e 

Khan, 2012b). 

Muitos estudos sobre os mecanismos moleculares com o qual microrganismos 

interagem com hospedeiros humanos são feitos em modelos mamíferos. Entretanto, modelos 

mamíferos podem apresentar algumas dificuldades como ciclos reprodutivos longos, maior 

complexidade anatômica e fisiológica e custos elevados. Além disso a maioria dos estudos 

focam apenas no microrganismo, ou na resposta do hospedeiro, ou na caracterização de novos 

compostos terapêuticos separadamente devido à falta de um modelo que englobe todos esses 

aspectos. Nos últimos anos uma série de organismos invertebrados vem sendo descritos como 

novos modelos que permitem a aplicação de estudos para interação entre fungo-hospedeiro. 

Assim, pesquisadores vem utilizando modelos invertebrados por serem mais simples de 

trabalhar, demandarem custos mais baixos de manutenção e por muitas vezes serem mais 

indicados para o tipo de pesquisa que estão realizando (Mylonakis et al., 2007).  

Alguns desses organismos invertebrados tem cido cada vez mais utilizados para o 

estudo da virulência de patógenos humanos. São notáveis as similaridades entre o sistema 

imune inato desses invertebrados com o de mamíferos (Kavanagh e Reeves, 2004). Entre 

esses invertebrados um dos que vem sendo mais utilizados são as larvas da mariposa Galleria 

mellonella. As larvas de G. mellonella são faceis de manipular e os custos para mantê-las são 

baixos (Reeves et al., 2004). O sistema imune desse inseto é similar ao de mamíferos em 

vários aspéctos. Ele possue seis tipos de hemócitos e fagócitos que são capases de fagocitar 

células fungicas de espécies como Cryptococcus neoformas e Aspergillus spp. por exemplo. 

Além disso a cinética da fagocitose e a morte microbiana são similares às de neutrófilos 

humanos (Kavanagh e Reeves, 2004;Reeves et al., 2004;Bergin et al., 2005;Mylonakis et al., 

2005;Mylonakis et al., 2007). Peptidios antimicrobianos também são observados no sistema 

imune desse inseto. Esses peptidios desempenham importantes funções na imunidade de 

insetos uma vez que eles não possuem sistema imune adaptativo (Cytrynska et al., 2007).  

Larvas de G. mellonella já foram utilizadas em estudos com diversos microrganismos 

patogênicos como Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis,  Escherichia coli, Bacillus 

cereus, Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Microsporum gypseum, Trichophyton 

rubrum, Aspergillus flavus, Paracoccidioides lutzii e Histoplasma capsulatum (Jarrell e 

Kropinski, 1982;Lemaitre et al., 1996;St Leger et al., 2000;Apidianakis et al., 

2004;Mylonakis et al., 2005;Fuchs et al., 2010;Achterman et al., 2011;Thomaz et al., 2013). 

Estudos com P. lutzii indicam que larvas de G. mellonella podem ser utilizadas no estudo da 
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PCM e servem como modelo de hospedeiro para o estudo da virulência desse microrganismo. 

De acordo com Thomaz et al (2013) larvas de G. mellonella infectadas com leveduras de P. 

lutzii apresentam granulomas semelhantes aos encontrados em mamíferos diagnosticados com 

PCM (Buissa-Filho et al., 2008;Thomaz et al., 2008;Thomaz et al., 2013).  

Acanthamoeba castellanii também pode ser um bom modelo de estudos para fagócitos 

humanos. Ambas as células possuem diversas similaridades morfológicas e estruturais como: 

forma de locomoção, capacidade de sobreviver a 37°C, habilidade de interagir e fagocitar 

microrganismos patogênicos, sequestro das partículas ingeridas no interior de vacúolos e 

secreção de enzimas lisossomais para degradação dessas partículas fagocitadas (Swanson e 

Hammer, 2000). Ambas utilizam mecanismos dependentes de actina para projetar 

pseudopodos que atuam tanto na locomoção como na fagocitose. Grande parte do 

conhecimento sobre estrutura e função da actina e miosina em macrófagos vem do estudo 

com Acanthamoeba (Pollard et al., 1970). Assim, se o objetivo é estudar a fagocitose ou 

processos moleculares que ocorrem próximos a temperaturas corporais de mamíferos o uso da 

Acanthamoeba pode ser um bom modelo experimental. Similarmente, se o objetivo do 

trabalho é estudar processos de infecção utilizados por fungos em temperaturas corporais 

mamíferas, o ideal é encontrar organismos resistentes a essas temperaturas e que possuem um 

sistema imune inato similiar ao de mamíferos como G. mellonella (Mylonakis et al., 2007). 

Dessa forma, neste presente trabalho foi escolhida a ameba A. castellanii para ser usada como 

modelo de estudos da interação P. brasiliensis-hospedeiro. Além da ameba, larvas de G. 

mellonella também foram utilizadas em um experimento do trabalho e serão utilizadas em 

experimentos futuros. Nossa hipótese é que o estudo da interação desse fungo com 

organismos de solo poderá nos levar a uma melhor compreensão dos mecanismos moleculares 

responsáveis pela origem e manutenção de fatores de virulência importantes no 

estabelecimento da infecção em mamíferos por esse fungo.  

Esse trabalho faz parte de um projeto maior que vem sendo desenvolvido em nosso 

grupo, sob coordenação da Dra. Patricia Albuquerque e envolve o estudo da interação de P. 

brasiliensis com diferentes isolados de amebas de solo além do estudo de outros aspectos da 

virulência e ecologia desse fungo. 
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2. Objetivos 

 

 

2.1) Objetivo geral 

 

O objetivo geral desse projeto é analisar a interação entre o fungo patogênico P. 

brasiliensis e amebas, identificando os principais efeitos dessa interação na viabilidade dos 

dois organismos e na virulência desse fungo. 

 

2.2) Objetivos específicos 
 

 Detecção da interação de amebas com P. brasiliensis por ensaio de fagocitose.  

 

 Análise dos principais efeitos da interação entre ameba e P. brasiliensis na viabilidade 

do fungo e da ameba.  

 

 Análise dos efeitos da passagem de P. brasiliensis em amebas na virulência desse 

fungo. 
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3. Materiais e Métodos 

 

3.1) Meios de cultura 

 

3.1.1) Fava-Neto 

Protease peptona    0,3% (p/v) 

Peptona     1,0% (p/v) 

Extrato de carne    0,5% (p/v) 

NaCl      0,5% (p/v) 

Dextrose     4,0% (p/v) 

Extrato de levedura    0,5% (p/v) 

Ágar      1,6% (p/v) 

Ajustou-se o pH para 7,0 

 

3.1.2) PYG 

Peptona     2,0% (p/v) 

Extrato de levedura    0,1% (p/v) 

Dextrose     1,8% (p/v) 

Ajustou-se o pH para 7,2 

 

3.1.3) BHI (Brain Heart Infusion) 

BHI      3,7% (p/v) 

Dextrose     0,8% (p/v) 

Ágar      1,5% (p/v) 

Soro de cavalo    4,0% (v/v) 

Filtrado de linhagem Pb 192    5,0% (v/v) 

Ajustou-se o pH para 7,3 

(Filtrado de linhagem Pb 192 é usado como fator de promoção de crescimento) 
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3.2) Corantes  

 

3.2.1) Solução de Azul de tripano (0,4%) 

NaCl      0.81% 

KH2PO4     0,06% 

 

3.2.2) Uvitex 2B 

Solução estoque: 1% diluido em PBS 

Concentração final de uso: 0,01% 

 

3.2.3) CMFDA 

Solução estoque: 10 mM em DMSO 

Concentração final de uso: 15 µM 

 

3.2.4) DID-DS 

Solução estoque: 2mg/mL em DMSO 

Concentração final de uso: 2 µM 

 

 

 

3.3) Tampão para preparo de amostras para microscopia 

eletrônica 

 

3.3.1) Tampão cacodilato de sódio  

Sacarose     3,0% (p/v) 

CaCl2      3mM 

Ajustou-se pH para 7,2 

 

 

  

http://pt.wikipedia.org/wiki/Pot%C3%A1ssio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pot%C3%A1ssio
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3sforo
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3sforo
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3.4) Solução de lavagem das células 

  

3.4.1) Tampão fosfato (PBS) 10X 

NaCl       1,5 M 

Na2HPO4      0,1 M 

NaN3       0,02 % 

O pH foi ajustado para 7,2. 

 

3.5) Linhagens celulares e Manutenção 

 

3.5.1) Paracoccidioides brasiliensis 

A linhagem celular utilizada no estudo foi a Pb18 de P. brasiliensis (Singer-Vermes et al., 

1989). As células são mantidas na forma de levedura em meio sólido Fava-Netto por 5-7 dias 

a uma temperatura de 37ºC e repicadas semanalmente. Colônias foram retiradas diretamente 

do meio sólido dispersas em meio líquido e agitadas em vortex e por 2 min na presença de 

pérolas de vidro para diminuir a quantidade de grumos para utilização nos experimentos. A 

contagem do número de células foi feita em câmara de Neubauer. 

 

3.5.2) Acanthamoeba castellanii 

A linhagem celular utilizada foi a 30234  (American Type Culture Collection - ATCC, 

Manassas, VA, USA) . As células foram mantidas em garrafas de cultura com meio PYG por 

5-7 dias a uma temperatura de 27 ºC e repicadas após uma semana. As células foram 

descoladas atravéz da agitação das garrafas e contadas em câmara de Neubauer para utilização 

nos experimentos. 

 

3.6) Microscopia confocal  

Um inóculo de 2 x 10
6
 células de A. castellanii, em 400 μL de meio PYG, foram depositadas 

sobre lamínulas estéreis presentes nos poços de microplacas de seis poços e incubadas a 

Temperatura de 28ºC por 24h. Após a adesão, as amebas foram coradas com a sonda 

fluorescente DiD-DS (corante vermelho), que marca bicamadas lipídicas. Em seguida, as 

amebas foram cocultivadas com 1 x 10
7
 leveduras de P. brasiliensis (a proporção 
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ameba/levedura de 1:2) previamente coradas com CMFDA (corante verde), que marca 

proteínas intracelulares do fungo. Após 2h de cocultura a 28ºC as células foram coradas com 

Uvitex 2B (corante azul), que marca quitina na parede celular de fungos não internalizados, 

uma vez que este corante não atravessa a membrana plasmática. Em seguida as lamínulas 

contendo amebas e P. brasiliensis foram lavadas, fixadas e montadas em lâminas para 

microscopia confocal. As imagens foram obtidas utilizando o microscópio confocal a laser 

Leica SP5 equipado com objetiva de 63X. A proporção de ameba/levedura de 1:2 foi definida 

utilizando protocolos previamente definidos para outros fungos já estudados (Steenbergen et 

al., 2004).  

 

3.7) Microscopia eletrônica de transmissão  

Células de A. castellanii  foram adicionadas em meio PYG em frascos de cultura de 600mL a 

uma densidade de 10
7
 células por frasco. Após a adesão, as amebas foram infectadas com P. 

brasiliensis usando uma proporção ameba/levedura de 1:2 e mantidas a 28°C por 6h. Em 

seguida, as células foram retiradas dos frascos, centrifugadas (600 g / 10 min), lavadas com 

tampão PBS e fixadas em 2% glutaraldeído, 2% paraformaldeído e 0,1 M tampão cacodilato 

de sódio durante a noite. Após a fixação, as células foram coletadas por centrifugação (600 g / 

10 min) e lavadas três vezes com 0,1 M tampão cacodilato de sódio. A amostra foi pós-fixada 

por 1h com 1% de tetróxido de ósmio e 0,8% ferrocianeto de potássio em tampão cacodilato 

de sódio, contrastada en bloc com 0,5% de acetato de uranila e seguida por desidratação em 

gradientes de acetona e inclusão em resina Spurr. Seções ultrafinas feitas no ultramicrotono 

foram observadas no microscópio eletrônico de transmissão JEOL 1011 a 80 kV.  

 

3.8) Cinética da internalização de leveduras de P. brasiliensis pela 

ameba A. castellanii   

 Células de A. castellanii e P. brasiliensis foram coincubadas usando uma proporção 

ameba/levedura  de 1:2 em placas de 24 poços contendo 400 μL final de meio liquido PYG. 

Antes da coicubação células de A. castellanii (5 X 10
5
 células/mL) foram incubadas por 24 

horas a 28°C para permitir a sua adesão e multiplicação chegando a 10
6
 células/mL, o 

sobrenadante contendo meio de cultura e células não aderidas foi removido. Células aderidas 

foram lavadas com solução salina estéril e incubadas com 2 x 10
6
 células de P. brasiliensis. 

Os sistemas foram então mantidos a 28 °C por 30 min, 1, 2, 4 e 6 horas e a visualização da 
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fagocitose foi feita a partir de imagens de microscopia óptica de fluorescência. Células de P. 

brasiliensis foram coradas antes da coincubação com o corante Uvitex, que se liga a quitina 

da parede celular de fungos. Foram feitas imagens de diferentes planos focais (Z-stack) para 

garantir que o fungo visualizado estava no interior da ameba. Após o tempo de interação os 

poços foram lavados com PBS para retirar os fungos não internalizados. Foram contadas no 

mínimo 100 células/poço para determinar a porcentagem de fagocitose. Esse valor é definido 

como o número de A. castellanii com leveduras internalizadas dividido pelo número total de 

células de A. castellanii contadas mostrado na forma de porcentagem. Todos os ensaios foram 

realizados em triplicata. 

 

3.9) Ensaio de viabilidade de Acanthamoeba castellanii  

Células de A. castellanii (5 X 10
5
 células/mL) foram incubadas em placas de 24 poços 

contendo 400 μL final de meio PYG liquido  por 24 horas a 28°C para permitir a sua adesão e 

e multiplicação, chegando à densidade celular de 10
6
 células/mL, o sobrenadante contendo 

meio de cultura e células não aderidas foi removido. Após a adesão das amebas, células de P. 

brasiliensis foram adicionadas usando uma proporção ameba/levedura de 1:2 e mantidas a 

28°C e 37°C por 6, 24 e 48 horas. Após os intervalos de tempo as células foram 

ressuspendidas e observadas em câmara de Neubauer por microscopia óptica. A análize da 

viabilidade de A. castellanii foi feita com o uso do corante vital Azul de tripano que cora 

células mortas em azul por sua inabilidade de expulsar o corante. Foram contadas 100 células 

de ameba por poço e a porcentagem da viabilidade é determinada pelo número de amebas 

incapazes de excluir o corante, pelo número total de células contadas. O controle representa 

células de A. castellanii incubadas sem cocultivo com P. brasiliensis. Todos os ensaios foram 

realizados em triplicata. 

 

3.10) Ensaio de viabilidade de P. brasiliensis quando na interação 

com A. castelani, empregando diferentes metodologias 

 

3.10.1) Determinação de unidades formadoras de colônia – CFU de acordo 

com Singer-Vermes et al. (1992) 

Células de P. brasiliensis (2 X 10
6
 células/mL) foram adicionadas a culturas de A. castellanii 

em poços de uma placa de 24 poços usando uma proporção fagócito/levedura  de 1:2 e 
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incubadas a 28°C por 6 e 24 horas. A cada intervalo de tempo as células foram ressuspendidas 

dos respectivos poços e as amebas lisadas pela adição de deoxicolato de sódio 12mM. Este 

tratamento promove a lise das amebas, mas não afeta a viabilidade do fungo. As células do 

fungo foram centrifugadas (4000 rpm / 10 min), lavadas para retirar o acesso de deoxicolato 

de sódio e então plaqueadas em meio BHI sólido. Para cada intervalo foram usados 3 poços 

onde foram feitas diluições seriadas. As placas foram incubadas a 37°C e o número de 

colônias foi contado após 14 dias. O controle representa células de P. brasiliensis sem a 

coincubação com a ameba. 

 

3.10.2) Ensaio de viabilidade empregando o método XTT  

Para avaliar a viabilidade de P. brasiliensis após agitação em vortex na presença de pérolas de 

vidro, análises de viabilidade celular foram realizadas utilizando-se o reagente XTT (2,3-Bis-

(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide), o qual avalia a 

atividade mitocondrial, sendo clivado por ensimas desidrogenases de células ativas e 

resultando na formação de cristais de formazan com coloração alaranjada e solúvel em água 

que pode ser mensurado por absorbância a 490 ou 450 nm (Roehm et al., 1991). Para 

realização do ensaio, células de P. brasiliesis foram coletadas em PBS, contadas e separadas 

em dois tubos com quantidades iguais do fungo. Um dos tubos foi submetido à vigorosa 

agitação em vortex com pérolas de vidro e o outro foi utilizado como controle. As células são 

então passadas para uma placa de 96 poços onde é adicionado XTT (0,5 mg/mL) e menadiona 

para concentração final de 10μM. A placa foi incubada a 37°C com proteção da luz por 4 

horas e com uma leitora de placa foi determinada a absorvancia a 495 nm. 

 

3.10.3) Ensaio de viabilidade empregando a coloração com Azul de tripano 

Para avaliar os efeitos da agitação em vortex na presença de pérolas de vidro nas leveduras de 

P. brasiliensis, análises de viabilidade celular foram realizadas utilizando-se o corante vital 

Azul de tripano, que cora células mortas por sua inabilidade de expulsar o corante. Para 

realização do ensaio, células de P. brasiliesis foram coletadas em PBS, contadas e separadas 

em dois tubos com quantidades iguais do fungo. Um dos tubos, contendo pérolas de vidro foi 

submetido a agitação em vortex e o outro foi utilizado como controle. As células foram então 

coletadas e transferidas para um tubo de microcentrifuga onde foi adicionado o corante vital 

Azul de tripano na proporção de 1:1. Após rápida agitação as células foram transferidas  para 

uma câmara de Neubauer onde foram contadas até 100 células. A porcentagem da viabilidade 
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é definida pelo número de células coradas dividido pelo número total de células contadas 

mostrado na forma de porcentagem. 

 

3.11) Análise do efeito na virulência fúngica pela passagem 

seriada de P. brasiliensis em A. castellanii 

Células de P. brasiliensis (2 X 10
6
 células/mL) foram adicionadas a culturas de A. castellanii 

em poços de uma placa de 24 poços usando uma proporção ameba/levedura de 1:2 e 

incubadas a 28°C por 6 horas. Após o intervalo de tempo as células foram ressuspendidas e as 

amebas lisadas pela adição de deoxicolato de sódio 12mM  (concentração que lisa células de 

ameba mas não lisa células de P. brasiliensis). Os fungos coletados foram lavados três vezes e 

ressuspendidos em PBS para, posteriormente, serem plaqueados em meio BHI sólido e 

incubados a 37ºC por 7 a 15 dias. As colônias de P. brasiliensis resultantes foram coletadas e 

as células do fungo passam pelo mesmo processo descrito por 6 vezes. Após a passagem pelas 

amebas por 6 ciclos o fungo foi coletado e inoculado em grupos de 10 larvas de Galleria 

mellonella para realização de uma curva de sobrevivência. Para essa curva foram feitos dois 

controles, um deles corresponde ao inóculo do fungo não submetido pelos ciclos de passagens 

seriadas em  A. castellanii e outro que corresponde a um inóculo apenas com PBS. Os 

inóculos foram introduzidos nas larvas utilizando-se uma seringa. Após o inóculo as larvas 

são mantidas a 37°C e checadas a cada 24h para observar sua viabilidade. 

 

3.12) Efeito de A. castellanii na filamentação de P. brasiliensis 
Dado a importância do dimorfismo na biologia de P. brasiliensis, observamos que quando em 

contato com a ameba, sua transição dimórfica de levedura para hifa era inibida. Desta forma, 

passamos a avaliar o possível mecanismo à base desta inibição. A seguir, são descritos o 

enfoque dado a esta questão biológica.  

 

3.12.1) Extração de lipidios de Acanthamoeba castellanii  

Para estudar os mecanismos utilizados por A. castellanii para inibição da filamentação de P. 

brasiliensis foi realizada uma extração de lipidios da ameba. Os lipidios extraídos foram 

posteriormente utilizados na incubação de uma cultura do fungo. A extração dos lipídeos foi 

realizada segundo o método de Folch (1957) onde as células foram lisadas obtendo-se no final 
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do procedimento frações polares e apolares do lisado celular (Folch et al., 1957). Células de 

A. castellanii foram adicionadas em meio PYG em uma garrafa de cultura celular a uma 

densidade de 10
7
 células. Após a adesão, as células foram removidas por agitação e 

centrifugadas (600 g / 10 min) para remover o excesso de meio. Foi adicionada às células uma 

mistura de clorofórmio/metanol (2/1) com um volume final de 20X, relativo ao volume da 

amostra. A mistura foi agitada em um orbital shaker por 15-20 min a temperatura ambiente. 

Essa mistura foi então filtrada com papel filtro tendo sido recolhida apenas a fase líquida. 

Acrescentou-se PBS 1X (0,2V do volume final da mistura) e após agitação em vortex por 

alguns segundos a mistura foi centrifugada (2000 rpm/ 10 min) para separação das fases polar 

e apolar. As fases foram separadas delicadamente para não misturá-las, utilizando uma pipeta 

Pasteur, sendo cada uma transferida separadamente para tubos novos. A seguir, cada amostra 

relativa a cada uma das fases, foi aliquotada em tubos de 1,5 mL do tipo eppendorf, e 

submetida à secagem utilizando um speedvac (Folch et al., 1957). 

 

 3.12.2) Incubação de P. brasiliensis com fração polar da extração de 

lipidios de A. castellanii 

P. brasiliensis foi coletado diretmente do meio Fava-Neto sólido, lavado três vezes em PBS e 

contado. As células (5 X 10
5
 por poço) foram transferidas para uma placa de 24 poços 

contendo YPD. A fase polar da extração de lipídios de A. castellanii foi diluida em PBS em 

três concentrações diferentes. A primeira concentração contendo o equivalente a um tubo de 

1,5 mL da extração, a segunda concentração contendo o equivalente a dois tubos de 1,5 mL da 

extração e a terceira concentração contendo o equivalente a três tubos de 1,5 mL da extração. 

As três concentrações foram adicionadas em diferentes poços e a placa foi então incubada à 

temperatura de 28°C. Após dois dias de incubação imagens de microscopia óptica foram 

obtidas para observar o processo de transição dimórfica do fungo. Foram feitos dois controles 

para esse experimento. O primeiro representa células do fungo incubadas apenas na presença 

de meio YPD e o segundo representa células do fungo coincubadas com A. castellanii na 

presença apenas de meio YPD.    
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4. Resultados e Discussão 

 

4.1) Interação entre A. castellanii e P. brasiliensis 

 

De acordo com estudos realizados por Steenbergen et al (2001,  2004) A. castellanii é 

capaz de fagocitar diversos fungos virulentos como C. neoformans, B. dermatitidis, S. 

schenckii e H. capsulatum. O índice de fagocitose varia para cada um desses fungos, mas que 

ambos fagocitam esses fungos em proporções muito próximas. A maior diferença na 

internalização pela ameba e por macrófagos observada foi para H. capsulatum onde 81% das 

amebas fagocitaram o fungo enquanto apenas 70% dos macrófagos foram capazes de 

fagocita-lo (Steenbergen et al., 2001;Steenbergen et al., 2004). Para avaliarmos se P. 

brasiliensis também é capaz de interagir com células de A. castellanii, um ensaio de 

fagocitose foi realizado (Figura 3). Nesse ensaio coincubamos células de P. brasiliensis com 

A. castellanii previamente aderidas em uma lâmina para imagens de microscopia confocal. 

Observamos células de P. brasiliensis tanto em processo de fagocitose quanto células 

fúngicas já ingeridas pelas amebas, corroborando a nossa hipótese de que P. brasiliensis 

também pode interagir com amebas de solo.  

Para confirmar que a internalização de fato ocorre usamos alguns corantes para 

imagens de microscopia confocal. As células de A. castellanii foram coradas com DiD-DS 

(vermelho), uma sonda fluorescente que marca bicamadas lipídicas, enquanto as células de P. 

brasiliensis foram coradas com CMFDA (verde), que marca proteínas intracelulares somente 

em células vivas. Após a incubação, as células foram ainda coradas com Uvitex, que marca 

quitina na parede celular de fungos e é incapaz de penetrar a membrana citoplasmática (Levitz 

et al., 1987). A ausência da coloração por Uvitex em células de P. brasiliensis associadas à 

ameba indica que o fungo realmente foi internalizado pelo protozoário. Também é possível 

observar que a imagem de luz transmitida mostra uma célula de P. brasiliensis dentro da 

ameba que não foi corada com CMFDA. Como o corante cora apenas células vivas, 

constatamos que a ameba é capaz de fagocitar tanto fungos mortos quanto vivos.  
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Figura 3.  Microscopia confocal da interação entre A. castellanii e P. brasiliensis. (A) 

Células de A. castellanii foram coradas com DiD-DS (vermelho), (B) enquanto P. brasiliensis 

foi corado com CMFDA (verde), (C) e com Uvitex 2B (azul). (D) Imagem de campo claro. A 

seta preta mostra uma célula do fungo também fagocitada pela ameba mas que não foi corada 

por nenhum dos corantes. (E) MERGE. A seta branca mostra uma célula do fungo corada com 

CMFDA que foi fagocitada pela ameba. Barra=10μm.  

 

Para melhor visualizarmos o processo de fagocitose, ameba e fungo foram 

coincubados durante 6h e imagens da interação foram feitas utilizando um microscópio 

eletrônico de transmissão (MET). Como mostrado na Figura 4, confirmamos, mais uma vez 

que A. castellanii é capaz de fagocitar P. brasiliensis e que após 6h o fungo ainda pode ser 

encontrado no interior da ameba. 
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Figura 4. Microscopia eletrônica de transmissão da interação entre A. castellanii e P. 

brasiliensis. Células de P. brasiliensis foram coincubadas com A. castellanii durante 6h e 

processadas conforme descrito anteriormente para obtenção de imagens de MET. Seta indica 

a célula do fungo no interior da ameba. Barra=2 μm. 

 

 

4.2) Cinética da internalização de P. brasiliensis por A. castellanii  
 

Outros ensaios de fagocitose foram realizados para se determinar a porcentagem de 

amebas capazes de internalizar o fungo. Observamos nos primeiros ensaios que essa 

porcentagem estava baixa quando comparada com os dados descritos para outros fungos já 

testados. Uma possível explicação é pelo fato do P. brasiliensis formar brotos (em roda de 

leme por exemplo) e muitas vezes ser encontrado em aglomerados (grumos), o que pode 

dificultar a fagositose pelas amebas (Brummer et al., 1993). Para tentar solucionar esse 

problema, antes dos ensaios, as células de P. brasiliensis foram coletadas e agitadas em vortex 

com pérolas de vidro. Como resultado observamos que os aglomerados diminuiram e muitos 

brotos se soltaram facilitando a fagocitose e aumentando a porcentagem de internalização. 

Dois ensaios de viabilidade foram realizados com o fungo após esse processo para verificar se 
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o mesmo continuaria viável. Os ensaios foram feitos com o corante vital azul de tripano e com 

o reagente XTT, que avalia a atividade mitocondrial das células (Figura 5). Em ambos os 

ensaios constatamos que a porcentagem de fungos mortos nos controles, que representa o 

fungo não submetido a agitação com pérolas de vidro em vortex, era próxima da porcentagem 

de fungos mortos quando submetidos a agitação com pérolas de vidro em agitador do tipo 

vortex, constatando que nas condições usadas esse processo não interfere na viabilidade do 

fungo. 

Figura 5. Viabiliadade de P. brasiliensis após agitação em vortex com pérolas de vidro.  

P. brasiliensis foi coletado e vortexado com pérolas de vidro. Controle representa células do 

fungo que não passaram pelo vortex com pérolas de vidro. (A) Células do fungo foram 

coletadas antes e após o processo e sua viabilidade foi avaliada pela realização de um ensaio 

de XTT, conforme descrito previamente. (B) Células do fungo foram coletadas antes e após o 

processo de desagregação das células por agitação em vortex e a porcentagem de células 

viáveis foi determinada utilizando o corante vital azul de tripano. Foram contadas 100 células 

do fungo e a porcentagem é definida pelo número de células coradas dividido pelo número 

total de células contadas mostrado na forma de porcentagem. 
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Para observarmos a eficiência de fagocitose de P. brasiliensis pela ameba, um novo 

ensaio de fagocitose foi realizado após o fungo passar pelo protocolo de agitação em vortex 

na presença de pérolas de vidro (Figura 6) como validado pelos dados mostrados na figura 4. 

Nesse novo ensaio observamos uma maior eficiência da ameba em fagocitar o fungo. Antes 

de 30 min de coincubação já conseguimos observar A. castellanii internalizando células de P. 

brasiliensis. Imagens de microscopia de fluorescência foram obtidas e analisadas nos tempos 

de 30 min, 1h, 2h, 4h e 6h. Observamos que houve um aumento na porcentagem de amebas 

com pelo menos um fungo internalizado até 2h após a coincubação chegando a 

aproximadamente 70% de fagocitose. Entre 2h e 6h de coincubação essa porcentagem se 

manteve estável, mas em alguns casos observamos uma ligeira queda. A maioria das células 

de A. castellanii internaliza apenas um fungo, mas foram observadas amebas fagocitando dois 

ou três ocasionalmente (Figura 7). 

 Figura 6. Cinética da internalização de leveduras de P. brasiliensis pela ameba A. 

castellanii.  Amebas e P. brasiliensis foram coincubados usando uma proporção 

fagócito/levedura de 1:2. Após visualização da fagocitose por microscopia óptica de 

fluorescência, foram contadas no mínimo 100 células/poço para determinar a porcentagem de 

fagocitose. Esse valor é definido como o número de A. castellanii com leveduras 

internalizadas dividido pelo número total de células de A. castellanii contadas mostrado na 

forma de porcentagem. O experimento foi realizado em triplicata. 



42 
 

 
 

Figura 7. Microscopia de fluorecência da interação entre A. castellanii e P. brasiliensis. P. 

brasiliensis é corado com Uvitex e coincubado com A. castellanii. Após o tempo de interação 

imagens de microscopia de fluorescência de diferentes planos focais (Z-stack) são obtidas 

para garantir que o fungo visualizado estava no interior da ameba. Imagens representam 

células após 2h de coincubação. (A) Contraste de fase. (B) Fluorescência. (C) MERGE. 

Barra=10μm 

 

 

4.3) Analize da viabilidade de P. brasiliensis e A. castellanii após 

co-incubação 

 

Ensaios de viabilidade de A. castellanii quando coincubada com outros fungos 

virulentos (C. neoformans, B. dermatitidis, S. schenckii e H. capsulatum) mostram que a 

maioria desses fungos é capaz de sobreviver a fagocitose e em alguns casos induzir a morte 

das amebas (Steenbergen et al., 2001;Steenbergen et al., 2004). Quando fungos dimórficos 

como B. dermatitidis, S. schenckii e H. capsulatum são coincubados com A. castellanii em 

PBS, meio em que ambos possuem dificuldade para se replicar, observa-se a morte da ameba 

e crescimento do fungo, que utiliza o protozoário como fonte nutricional. Entretanto quando 

fungos que não sobrevivem no solo como Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae são 

coincubados com A. castellanii em PBS observa-se a morte do fungo e crescimento da ameba 

(Steenbergen et al., 2004). Para avaliarmos se P. brasiliensis também é capaz de resistir a 

fagositose por A. castellanii foi realizado um ensaio de viabilidade da ameba quando 

coincubada com o fungo nos tempos de 6h, 24h e 48h (Figura 8). P. brasiliensis é encontrado 

na forma de micélio em temperaturas próximas a do ambiente. Então, para certificar que essa 

transição de levedura para micélio não interfere no resultado, o experimento foi realizado em 
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duas temperaturas diferentes. A 28°C, temperatura considerada ideal para ameba e 37°C, 

temperatura em que o fungo é encontrado na forma de levedura (Brummer et al., 

1993;Trabelsi et al., 2012). Com esses experimentos observamos que leveduras de P. 

brasiliensis não foram capazes de matar A. castellanii, diferente do que já havia sido descrito 

para outros fungos dimórficos. Em ambas as temperaturas observamos um pequeno aumento 

na porcentagem da mortalidade de A. castellanii  quando coincubada com o fungo, mas que 

não se mostrou estatisticamente significativo, comparado ao controle (ameba na ausência do 

fungo). Acreditamos que esse aumento possa ser devido ao estresse do meio, já que há uma 

competição maior por nutrientes nesse sistema se compararmos com o controle.  

 

 

Figura 8. Porcentagem de mortalidade de Amebas (Ac) após co-cultivo com P. 

brasiliensis (Pb). (A) Ameba e fungo, na proporção de 1:2, foram coincubados a 28°C (B) e 

37°C. O controle representa células de ameba sem cocultivo com P. brasiliensis e a 

viabilidade avaliada pelo uso do corante vital azul de tripano. O cálculo da porcentagem foi 

feito a partir da contagem de até 100 amebas viáveis. 

 

 

P. brasiliensis é capaz de sobreviver a fagocitose por macrófagos. Após a fagocitose o 

fungo pode entrar em um período de latência ou até mesmo se multiplicar no interior do 

macrófago. De acordo com Brummer et al (1989) há um maior crescimento do fungo quando 

é coincubado com macrófagos não ativados. Após a fagocitose P. brasiliensis se multiplica no 
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interior do macrófago destruindo-o e liberando mais células do fungo (Brummer et al., 

1989;Moscardi-Bacchi et al., 1994). Entretanto, quando coincubamos P. brasiliensis com A. 

castellanii não observamos resultados semelhantes. Analisamos a viabilidade de P. 

brasiliensis quando coincubado com a ameba. Para isso foi realizado um ensaio de CFU nos 

períodos de 6h e 24h onde o fungo foi recolhido e semeado em meio BHI (Figura 9). Após 6h 

de coincubação observamos que o fungo mesmo sendo internalizado pela ameba permanecia 

viável, e quando comparamos com o controle, que representa o fungo incubado sem a 

presença de A. castellanii, observamos que a diferença do número de células viáveis não era 

estatisticamente significativa. Entretanto, após 24h de coincubação observamos um grande 

decaimento do número de células fúngicas viáveis. Quando comparamos com o controle 

observamos um decaimento de mais de 90% na viabilidade de P. brasiliensis após 24h de 

coincubação com a ameba. Isso indica que A. castellanii não só sobrevive quando internaliza 

o fungo como aparentemente é capaz de destruí-lo. 

P. brasiliensis é um fungo dimórfico, e em temperaturas abaixo de 28°C é encontrado 

na forma de micélio. Portanto, quando o fungo é encontrado naturalmente no solo ele 

geralmente está em sua forma miceliana (Brummer et al., 1993). Acreditamos que isso possa 

atuar como uma defesa contra microrganismos predadores de solo. Conforme descrito na 

literatura células fagocíticas como macrófagos ou amebas podem apresentar dificuldades para 

internalizar fungos quando encontrados na forma de micélio (Brakhage et al., 2010). Esse tipo 

de comportamento pode ser observado em fungos patogênicos como Aspergillus fumigatus. 

Os conídios dessa espécie de fungo podem crescer e se desenvolver em grandes filamentos no 

interior dos tecidos de seu hospedeiro. Isso impossibilita sua internalização por células 

fagocíticas, obrigando o hospedeiro a utilizar outras formas de defesa (Behnsen et al., 

2007;Brakhage et al., 2010). P. brasiliensis inicia seu processo dimórfico de micélio para 

levedura a partir de 28°C (Patino et al., 1984). Apesar do fungo só completar seu processo 

dimórfico a 37°C, acreditamos que algumas de suas células possam ser encontradas 

naturalmente na forma de levedura em solos mais quentes, possibilitando o ataque de 

predadores como A. castellanii. Entretanto, nossos dados ainda são insuficientes para 

confirmar a hipótese de que P. brasiliensis teria selecionado certos aspectos de sua virulência 

em resposta à sua interação com predadores de solo. Os experimentos realizados neste 

trabalho empregaram leveduras que vem sendo cultivadas in vitro a um longo periodo 

podendo diminuir, assim, sua virulência. Quando P. brasiliensis é cultivado in vitro por 

longos períodos observa-se uma diminuição de sua virulência. Dessa forma, novos testes 
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ainda devem ser feitos utilizando leveduras recém coletadas de animais infectados e/ou do 

solo, como também usando conídios, que representam a forma de propágulo do fungo. 

 

Figura 9. Viabilidade de P. brasiliensis após coincubação com A. castellanii. A viabilidade 

fúngica foi determinada por contagem de unidades formadoras de colônia (CFU) em meio 

BHI. O experimento foi realizado na proporção de 1:2 (Ameba/Fungo). O controle representa 

células de Pb sem a coincubação com a ameba. Os dados foram analisados no GraphPad 

Prism com teste T não paramétrico e * corresponde a P < 0,05. O experimento foi realizado 

em triplicata.  

 

 

4.4) A. castellanii interfere na filamentação de P. brasiliensis 

 

Como citado anteriormente, leveduras de P. brasiliensis passam por uma transição 

dimórfica para forma de micélio quando submetidos a temperaturas abaixo de 28°C. 

Entretanto, durante a realização de experimentos na temperatura de 28°C observamos que o 

fungo continua leveduriforme quando coincubado com A. castellanii. Em ensaios de 

fagocitose observamos que grande quantidade do fungo é ingerida e digerida pela ameba, 

porém, os fungos restantes permaneciam na forma de levedura mesmo quando passavam um 
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tempo prolongado a 28°C. De acordo com Shankar et al (2011) a interação de P. brasiliensis 

com hormônios mamíferos pode influenciar sua transição dimórfica de diversas maneiras. 

Hormônios são moléculas regulatórias que induzem a regulação da expressão de certos genes 

através de interações mediadas por receptores localizados nas células. Estudos mostram que 

hormônios mamíferos podem interagir com diversos fungos com respostas funcionais desses 

fungos. Esses trabalhos sugerem que sistemas de resposta para hormônios foram conservados 

evolutivamente e que eles podem desempenhar um importante papel na patogenicidade e no 

desenvolvimento desses fungos (Shankar et al., 2011). O fato da paracoccidioidomicose afetar 

mais homens do que mulheres nos sugere que as doses hormonais do hospedeiro possam 

interfir de alguma forma na sua patogenicidade. Estudos mostram que hormônios femininos 

podem inibir a transição de P. brasiliensis de micélio para levedura e de conídio para levedura 

interferindo significativamente em sua virulência (Restrepo et al., 1984;Salazar et al., 1988). 

Levando em consideração estudos da influência de hormônios femininos em P. brasiliensis 

decidimos investigar mais profundamente como A. castellanii pode interferir na transição 

dimórfica do fungo. Para isso, realizamos uma extração de lipídios da ameba e incubamos 

leveduras de P. brasiliensis na temperatura de 28°C com as frações polar e apolar obtidas na 

extração (Figura 10). Observamos que a fração polar obtida na extração de lipídios da ameba 

exerce uma influência significativa na transição dimórfica do fungo de levedura para micélio 

na temperatura de 28°C. Após dois dias de incubação do fungo a 28°C o controle já inicia a 

transição de levedura para micélio, entretanto quando o fungo é incubado na presença da 

fração polar da extração de lipídios de A. castellanii ele permanece na forma de levedura, 

indicando que a ameba pode exercer uma influência na transição de levedura para micélio do 

fungo. Observamos também que a fração polar da extração de lipídios de A. castellanii exerce 

influência dose dependente na transição dimórfica de P. brasiliensis. Quanto maior a dose, 

um menor número de células do fungo iniciam o processo de transição. Mais experimentos 

devem ser realizados para podermos entender melhor esse processo. A presença de A. 

castellanii pode impedir a transição de levedura para micélio de P. brasiliensis, mas não 

sabemos se a presença da ameba pode afetar a transição dimórfica do fungo de micélio para 

levedura. Pretendemos realizar esse experimento com outras espécies de fungos dimórficos e 

também utilizar outras espécies de amebas de solo para observar se o processo se repete. 

  



47 
 

 
 

Figura 10. Inibição da filamentação de P. brasiliensis pela coincubação com A. castelani. 

O fungo foi incubado na temperatura de 28°C e após dois dias imagens de campo claro foram 

obtidas utilizando um microscópio óptico. (A) P. brasiliensis coincubado com A. castellanii. 

Setas amarelas indicam células do fungo leveduriformes. (B) P. brasiliensis incubado na 

ausência de A. castellanii. (C, D e E) P. brasiliensis incubado na presença da fração polar da 

extração de lipídios de A. castellanii. (C) Concentração equivalente a um tubo da extração de 

lipídios. (D) Concentração equivalente a dois tubos da extração de lipidios. (E) Concentração 

equivalente a três tubos da extração de lipídios. 
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4.5) Efeito sobre a virulência de P. brasiliensis após passagem 

seriada em A. castellanii 
 

C. neoformans pode diminuir sua virulência após várias gerações de cultivo in vitro, 

mas quando é incubado na presença de macrófagos essa virulência é recuperada (Rhodes e 

Howard, 1980;Franzot et al., 1998). Estudos nos mostram que esse mesmo comportamento 

pode ocorrer quando C. neoformans interage com amebas de solo como Dictyostelium 

discoideum. De acordo com Steenbergen et al (2003) o fungo pode apresentar um tamanho de 

cápsula maior e uma melanização mais rápida após a coincubação com essa ameba. A capsula 

é essencial para virulência de C. neoformans pois tem propriedades antifagocíticas e 

citotóxicas e a melanização protege contra a ação de radicais livres e peptidios 

antimicrobianos (Jacobson e Emery, 1991;Feldmesser et al., 2000;Steenbergen et al., 2003). 

Esse tipo de comportamento já foi observado para outros microrganismos como Legionella 

pneumophila, que aumenta a virulência após interação com amebas de solo (Brieland et al., 

1997). Quando P. brasiliensis é cultivado iv vitro por longos periodos observa-se uma 

diminuição de sua virulência, entretanto, quando o fungo é passado por uma cultura de 

macrófagos, essa virulência pode ser recuperada (Brummer et al., 1990;Svidzinski et al., 

1999). De acordo com Kashino et al (1990) após 64 meses de cultivo in vitro, P. brasiliensis 

pode chegar a perder sua letalidade infectando camundongos suseptiveis a PCM, entretando, 

quando o fungo é recuperado após alguns ciclos de infecção em camundongos pode voltar a 

ser tão virulento quanto seu isolado original (Kashino et al., 1990).  

Baseando nas observações de que certos fungos dimórficos podem aumentar sua 

virulência após serem recuperados da interação com amebas de solo realizamos um ensaio 

para testar se P. brasiliensis apresenta essa mesma característica. Para isso, foram feitos seis 

ciclos de passagens seriadas do fungo em A. castellanii e posteriormente esse fungo 

recuperado foi inoculado em larvas de G. mellonella para uma curva de sobrevivência (figura 

11). Para essa curva foram feitos dois controles, um deles corresponde ao inóculo do fungo 

não submetido pelos ciclos de passagens seriadas em A. castellanii e outro que corresponde a 

um inóculo apenas em PBS. Após 8 dias de observação ambos grupos de larvas inoculadas 

com os controles permaneceram 100% viáveis. Entretanto, após apenas um dia, a primeira 

larva do grupo infectado com P. brasiliensis que passou pelos ciclos de fagocitose por A. 

castellanii já havia morrido e após 8 dias esse número chegou a quase 50% das larvas desse 

grupo. Durante o experimento podemos observar uma crescente melanização das larvas no 
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decorrer da infecção. A melanização de G. mellonella é um importante processo da resposta 

imune desse inseto envolvido na defesa contra um grande número de patógenos. Esse 

processo destina-se em capturar patógenos invasores com a produção do pigmento resultando 

no escurecimento das larvas (Ratcliffe, 1985). Apesar de não termos acompanhado a 

sobrevivência das lagartas por mais tempo por problemas técnicos, a diferença na 

sobrevivência das que foram infectadas com o fungo que interagiu com as amebas se mostrou 

estatisticamente diferente da sobrevivência das lagartas que foram infectadas com o fungo 

controle. Esse experimento piloto nos sugere que a virulência das leveduras de P. brasilliensis 

pode ser influênciada pela sua interação com A. castellanii.  

Ainda não está completamente elucidado como alguns microrganismos patogênicos 

aumentam a virulência após sua fagocitose por macrófagos ou amebas de solo e como essa 

virulência é atenuada após longo tempo de cultivo in vitro. Estudos indicam que fatores 

presentes no hospedeiro podem ter um importante papel selecionando variantes mais 

virulentas ou até induzindo modificações em leveduras de P. brasiliensis (Kashino et al., 

1990). Catrenich e Johnson (1988) apontam em seu trabalho que culturas com virulência 

atenuada de Legionella pneumophila podem conter misturas de células avirulentas e de 

crescimento rápido com células virulentas viáveis de crescimento lento. Quando uma cultura 

como essa infecta um hospedeiro as células virulentas podem ser selecionadas e quando 

recuperadas podem dar origem a uma cultura mais virulenta (Catrenich e Johnson, 1988). 

Experimentos como esse nos indicam que P. brasiliensis e outros microrganismos 

patogênicos podem ter sua virulência aumentada após a interação com amebas de solo. Isso 

nos sugere que A. castellanii e outras amebas de solo podem ser excelentes modelos para o 

estudo dos efeitos evolutivos na virulência de vários microrganismos. Alem disso, sustentam 

a hipótese de que diversos fungos dimórficos mantem sua virulência naturalmente devido a 

interação com microrganismos predadores de solo.  
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Figura 11. Curva de sobrevivencia de G. mellonella infectada com P. brasiliensis.  

P. brasiliensis foi recuperado após 6 ciclos de interação com A. castellanii e infectado em G. 

mellonella (Verde). Controles representam inóculo do fungo não cocultivado com A. 

castellanii (Azul) e inóculo apenas com PBS (Roxo). As larvas foram mantidas a 37°C e 

checadas a cada 24h. 
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5.Conclusões e Perspectivas 

 

Embora não possamos dizer ao certo como e porque fatores de virulência que 

permitam a sobrevivência de fungos em hospedeiros mamíferos surgiram, é possível que esses 

fatores tenham aparecido e sido selecionado no contexto das interações do fungo com 

diversos organismos e/ou fatores ambientais. O surgimento de tais ferramentas provavelmente 

tornaram-se adaptativamente importantes à sobrevivência do fungo no seu habitat natural e 

assim foram selecionadas, e continuam a ser moldadas na interface da interação patógeno-

hospedeiro que pode ter levado a uma coevolução tornando essa interação cada vez mais 

intrincada (Casadevall e Pirofski, 2007). O modelo de estudo escolhido com A. castellanii não 

reproduz todos os aspectos de uma infecção por um fungo no seu hospedeiro mamífero, mas 

aporta vários aspectos importantes incluindo o fato desse protozoário ser encontrado no 

ambiente natural do fungo (Mylonakis et al., 2007). 

 Sabemos que a ameba de solo A. castellanii interage com leveduras de P. brasiliensis 

internalizando-as e digerindo-as e que o fungo não é capaz de destruir a ameba como faz com 

macrófagos em determinadas condições. Entretanto, sabemos que a ameba não é capaz de 

fagocitar o fungo quando esse se encontra na forma de micélio, o que pode servir como uma 

defesa já que P. brasiliensis é encontrado na forma de micélio à temperatura ambiente. Mas 

existem indicios que o fungo possa ser encontrado vivendo em populações heterogêneas 

contendo leveduras e micélios, principalmente em solos com temperaturas mais elevadas. 

Além disso nossos experimentos indicam que a presença de A. castellanii pode influenciar o 

dimorfismo de P. brasiliensis impedindo sua transição dimórfica de levedura para micélio, 

permitindo assim que a ameba se alimente do fungo.    

 Para podemos explicar como e porque fatores de virulência apareceram em P. 

brasiliensis muitos estudos ainda devem ser realizados. Sabemos que os conídios são as 

principais formas de propágulo do fungo e devemos realizar novos estudos envolvendo esse 

tipo morfológico do fungo. A levedura é muito modificada e diferente fisiologicamente e 

metabolicamente quando comparada com o conídio que talvez seria a forma do fungo que 

melhor interage com as amebas no solo. Outro aspecto importante é a existência de uma 

grande diversidade de diferentes isolados de P. brasiliensis, o que nos atira a atenção por 

exemplo, para buscar testar nestes ensaios aqueles isolados encontrados em íntima associação 

com tatus, e outros animais. 
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Além disso, muitos tipos de ameba podem ser encontradas no solo. É possível que 

existam outras espécies ainda não estudadas que não consigam destruir o fungo. Todavia, a 

similaridade de interações entre amebas e macrófagos e a observação de que a virulência do 

fungo pode ser aumentada após a interação com a ameba nos dão fortes indícios de que esses 

protozoários possam ter um papel importante no aparecimento e na manutenção de fatores de 

virulência em P. brasiliensis. 
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