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Resumo 

 

Paracocciodioidomicose (PCM) é uma micose sistêmica, causada por fungo dimórfico 

do gênero Paracoccidioides (Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii), sendo 

endêmica na América Latina. Nos últimos anos, estudos têm enfocado o papel dos 

neutrófilos (PMNs) na imunidade, uma vez que a literatura enfatiza o dinâmico 

envolvimento dessas células durante a defesa do hospedeiro contra diversos micro-

organismos. Recentemente, foi demonstrado que neutrófilos podem utilizar uma nova 

estratégia para destruir patógenos chamada NETose, um tipo de morte celular diferente dos 

bem elucidados mecanismos de apoptose e necrose. Essa via envolve a liberação de redes 

extracelulares constituídas de conteúdo nuclear e granular por PMNs ativados. É proposto 

que as NETs destruam micro-organismos que não sejam fagocitados pelos neutrófilos, por 

possuírem tamanho ou morfologia maiores que as células, o que pode ocorrer com o Pb, 

uma vez que esse fungo assume essas características. Nesse contexto, os objetivos desse 

estudo foram identificar a presença das NETs tanto in vivo como in vitro, analisando lesões 

tegumentares de pacientes com PCM e culturas de PMNs do sangue periférico de pacientes 

e indivíduos saudáveis desafiados com diferentes cepas de P. brasiliensis. Fragmentos de 

biópsias foram marcados com anticorpos anti-histona (Texas-Red), anti-elastase (FITC), e 

corados com DAPI para avaliação por microscopia confocal, e com H&E para análise 

histopatológica. PMNs do sangue periférico de pacientes e indivíduos saudáveis foram 

isolados e desafiados com P. brasiliensis (Pb18 e Pb265) para avaliação de NETs por 

microscopia de varredura, microscopia confocal e quantificação dessas estruturas por 

Picogreen dsDNA kit. As imagens de microscopia confocal das biópsias revelaram a presença 

de constituintes das NETs, localização de DNA extracelular corado com DAPI, com co-
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localização de histona e elastase, confirmadas pela sobreposição das três imagens. A análise 

histopatológica revelou no sítio das lesões a presença de Pb e infiltrado inflamatório com 

elevado número de neutrófilos, além de visualização de DNA extracelular hematoxilina 

positiva, indicando a formação de NETs. Na microscopia de varredura, foi detectada a 

presença das redes extracelulares com aprisionamento das leveduras do fungo. Além disso, 

a quantificação de DNA também permitiu evidenciar que as duas cepas do fungo foram 

capazes de induzir a formação de NETs por neutrófilos humanos. Dessa maneira, NETs foram 

encontradas tanto em lesões tegumentares quanto em cultura de PMNs do sangue 

periférico de pacientes com PCM quando desafiados com o fungo. Sendo assim, a presença 

das NETs tanto in vivo quanto in vitro abre novas perspectivas de estudo para a melhor 

compreensão da resposta imune do hospedeiro contra o P. brasiliensis. 

 

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, neutrófilos, NETs (Neutrophil Extracellular 

Traps), lesões tegumentares da Paracoccidioidomicose, microscopia confocal, microscopia 

de varredura. 
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Abstract 

 

Paracoccidiodomycosis (PCM), an endemic systemic mycosis in Latin America, is 

caused by the thermodimorphic fungus of Paracoccidioides genus (Paracoccidioides 

brasiliensis (Pb) and Paracoccidoides lutzii). Recently, works in PCM have focused the role of 

neutrophils (PMNs), since literature has demonstrated the dynamic involvement of these 

cells in host defense against microorganisms. Studies have shown that PMNs could use a 

novel strategy to destroy microorganisms (NETosis), a type of neutrophil death distinct from 

apoptosis and necrosis. This mechanism involves the release of extracellular traps by 

activated neutrophils, known as neutrophil extracellular traps (NETs). It has been proposed 

that NETs may destroy microorganisms that were not phagocytosed by neutrophils, and this 

could be proposed for Pb, since the fungus yeast can present different sizes. In this context, 

the objectives of this study were identify the presence of NETs in vivo and in vitro, analyzing 

samples of patients with PCM by different methodologies. Tissue sections from formalin-

fixed biopsies were stained with DAPI, anti-elastase (FITC) and anti-histone (Texas-Red) for 

confocal immunofluorescence microscopy analysis, and with Hematoxylin-Eosin (H&E) for 

histopathology. Neutrophil cultures were challenged with two isolates of Pb (Pb18 and 

Pb265), analyzed by scanning electron microscopy and NETs were quantified by the 

Picogreen dsDNA kit. The images revealed the presence of NETs constituents, nuclear and 

extracellular localization of DNA, co-localization of elastase and histone, confirmed by the 

overlay of the three stains. Histopathology showed the presence of Pb and inflammatory 

infiltrate with high number of neutrophils on the site of the lesion and extracellular DNA 

(hematoxylin positive) indicating NETs. Both isolates were able to induce NET release in vitro 

in similar levels. Thus, P. brasiliensis (Pb18 and Pb265) is able to induce NETs formation by 
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human neutrophils. The presence of NETs components both in vivo and in vitro is important 

to better understand the host immune response during Paracoccidioidomycosis. 

 

Keywords: Paracoccidioidomycosis, neutrophils, NETs (Neutrophil Extracellular Traps), 

tegumentary lesions, confocal laser microscopy, scanning electron microscopy.
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1. Revisão Bibliográfica 

 

Ação dos Neutrófilos e formação de Neutrophil Extracellular Traps (NETs) na 

Paracoccidioidomicose 

 

1.1. Paracoccidioidomicose (PCM) 

 

 

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma infecção fúngica sistêmica, considerada como 

importante causa de mortalidade e morbidade nas áreas rurais de regiões endêmicas na 

América Latina, com focos de infecção principalmente na Argentina, Brasil, Colômbia e 

Venezuela1-5. Seu agente etiológico, o fungo do Complexo Paracoccidioides, representado 

pelas espécies crípticas S1, PS2 e PS3 de Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis)6 e 

Paracoccidioides lutzii (P. lutzii)7, e descrito pela primeira vez em 1908 por Adolpho Lutz8, é 

um fungo dimórfico da mesma família de Histoplasma capsulatum (H. capsulatum), 

Blastomyces dermatitidis (B. dermatitidis), Coccidioides immites (C. immites) e Coccidioides 

posadasii (C. posadasii)5. Possuem as mesmas formas infectantes (conídios), habitat 

geográfico restrito e as mesmas características termo-dimórficas, apresentando-se sob a 

forma de micélio em temperatura ambiente (4 a 28º C) e de levedura em temperaturas 

acima de 32º C3,5. 

A infecção pelo P. brasiliensis ocorre pela inalação dos propágulos infectantes, 

conídios produzidos por micélios presentes em água, plantas e solo, em temperatura 

ambiente9-14. Após a inalação, os conídios instalam-se nos pulmões, mais especificamente 

nos bronquíolos terminais e nos alvéolos pulmonares, transformam-se em leveduras e 

formam o complexo primário pulmonar15,16. Desse estágio em diante, pode ocorrer cura 

espontânea ou a infecção pode tornar-se latente (PCM – infecção), identificada pela 
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ausência de sinais ou sintomas clínicos e evidenciada pelo teste intradérmico com 

paracoccidioidina, devido ao desenvolvimento de uma resposta específica contra o fungo17. 

O processo também pode progredir e disseminar-se para outros órgãos como fígado, baço e 

adrenais por via linfo-hematogênica caracterizando a PCM – doença9.  Dessa forma, o 

espectro da doença pode variar desde o curso assintomático à doença disseminada 

potencialmente fatal4. 

 As formas clínicas da PCM são classificadas de acordo com as definições e relações 

estabelecidas entre aspectos clínicos e história natural da doença, propostas no 

International Colloquium on PCM, realizado em Medellín, Colômbia, em 198618. Assim, as 

manifestações clínicas da micose podem ser agrupadas em dois padrões que definem as 

formas Aguda/Subaguda (Juvenil) e Crônica (Adulta) da doença. A PCM aguda/subaguda é 

considerada mais grave, afeta indivíduos jovens (maioria até 30 anos de idade) de ambos os 

sexos, apresenta evolução rápida, com tropismo fúngico para o sistema fagocítico-

mononuclear (baço, fígado, linfonodos e medula-óssea). A PCM crônica é caracterizada por 

apresentar uma progressão mais lenta e gradual, e por afetar indivíduos do sexo masculino, 

predominantemente adultos (maioria acima de 40 anos), com manifestações clínicas uni 

(localizada) ou multifocal (envolvendo mais de um órgão ou sistema)19,20. Sob o ponto de 

vista histopatológico, as lesões encontradas na PCM caracterizam-se por manifestações 

granulomatosas, com presença de fungos, células epitelióides, células gigantes 

multinucleadas do tipo Langhans e de células do sistema imune como plasmócitos, linfócitos, 

macrófagos e neutrófilos21. Essas lesões podem comprometer pulmões, órgãos do sistema 

fagocítico-mononuclear, mucosas e tegumento, sendo distribuídas de acordo com a forma 

clínica da doença, sendo a presença de lesões pulmonares e mucosas pouco frequente na 

PCM aguda/subaguda19,20. Já a forma crônica da PCM apresenta quadro clínico de duração 
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prolongada, relacionada ao envolvimento de pulmões, mucosas e tegumento19,20,22. A 

instauração da doença, sua progressão e gravidade dependem de fatores relacionados ao 

fungo, como sua virulência e composição antigênica, bem como os relacionados ao 

hospedeiro, como sexo, idade, estado nutricional, fatores genéticos e principalmente o 

comprometimento imunológico do indivíduo19,23-25.  As diferenças entre as respostas imunes 

dos hospedeiros são essenciais para a progressão clínica da doença. Sabe-se que a 

resistência ao P. brasiliensis é mediada predominantemente por um padrão de resposta tipo 

Th1, já a susceptibilidade envolve a participação da resposta tipo Th226. Assim, essa 

capacidade de desenvolver uma resposta imune adequada contra o P. brasiliensis vem sendo 

elucidada através de estudos clínicos e experimentais, nos quais essa interação entre o 

fungo e o sistema imune do hospedeiro é evidenciada através de mecanismos específicos e 

inespecíficos de defesa19,27-29 .  

Recentemente foi proposto um novo modelo que explicaria os diferentes padrões de 

respostas imunes observadas nas diferentes formas clínicas da PCM26. Esse estudo traz 

novas informações, que complementam a literatura e corroboram dados demonstrando 

que, a PCM-infecção é caracterizada predominantemente por uma resposta Th1, com 

aumento dos níveis de Interferon-γ (IFN-γ) e TNF-α, responsáveis pela ativação de 

macrófagos e cruciais na resistência ao fungo30,31, e redução dos níveis de interleucinas 4, 5 e 

10 (IL-4, IL-5 e IL-10). Já, a PCM aguda/subaguda, a forma mais grave da doença, é 

caracterizada por um padrão de resposta imune predominante do tipo Th2/Th9, com 

aumento dos níveis de IL-4 IL-5, TGF-β, IL-9 e IL-21, sendo IL-4 e IL-9 responsáveis pela 

indução da produção de anticorpos pelas células B (IgG4 e IgE), e IL-5 responsável pela 

eosinofilia presente na forma clínica26,32,33.  A PCM crônica apresenta um padrão de resposta 

imune mista, com predomínio de células Th17 e Th22, e com importante participação de 



NETs e Paracoccidioidomicose 8 

 

células Th126. Apresenta níveis elevados de IL-12 e produção de interleucina-17 (IL-17), com 

indução de resistência parcial; no entanto, ocorre também uma resposta inflamatória 

exacerbada com a indução de danos teciduais e fibrose, geralmente observados nesses 

indivíduos17,19,26. 

A imunidade inata é considerada a primeira linha de defesa do organismo contra os 

mais diversos tipos de micro-organismos. É composta por inúmeras células, dentre elas, as 

que possuem função de barreira física para impedir infecções, de expressão de receptores 

de reconhecimento de padrões (PRRs) capazes de reconhecer padrões moleculares 

associados aos patógenos (PAMPs), de produção de citocinas inflamatórias e proteínas 

antivirais e por fim, de eliminação daqueles patógenos que ultrapassam as barreiras 

epiteliais através de mecanismos  como fagocitose, produção de metabólitos dependentes e 

independentes de O2, além de uma série de enzimas liberadas34. 

As células fagocitárias, com papel desempenhado por macrófagos e neutrófilos, têm 

função extremamente importante no combate a fungos patogênicos. Dentre os vários 

mecanismos envolvidos nessa resposta contra os fungos, a modulação da resposta 

inflamatória e a atividade fungicida merecem destaque35-38. No entanto, para que essas 

células desempenhem atividade eficiente, há necessidade de ativação fornecida por 

citocinas, particularmente o IFN-, TNF-α e GM-CSF37,39-47. 

Em relação aos mecanismos através dos quais os monócitos e macrófagos ativados 

exercem sua atividade fungicida contra o P. brasiliensis, estudos em nosso laboratório 

demonstraram que a atividade fungicida de monócitos humanos ativados com TNF- 

envolve a geração de metabólitos do oxigênio como a H2O2
46. Para os macrófagos murinos, 

os trabalhos têm demonstrado que a atividade antifúngica de macrófagos ativados com IFN-

 independe do metabolismo oxidativo, ocorrendo a participação dos metabólitos do 
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nitrogênio como o NO48. No entanto, trabalho recente em nosso laboratório demonstrou 

que tanto a H2O2 como o NO participam da atividade fungicida de macrófagos murinos 

ativados com TNF- ou IFN-49. 

 Nesse contexto, estudos recentes vêm focando não somente o papel de macrófagos 

e monócitos, como também a atuação de neutrófilos durante a PCM, uma vez que os 

infiltrados inflamatórios encontrados nos granulomas característicos da doença21, bem como 

nas lesões detectadas nos diferentes modelos experimentais27,50-53, são ricos em 

polimorfonucleares, o que demonstra o envolvimento dinâmico dessas células na defesa do 

hospedeiro contra o P. brasiliensis. 

 

1.2. Neutrófilos e a Paracoccidioidomicose 

 

Os neutrófilos, também conhecidos como granulócitos polimorfonucleares 

(PMNs), são células de meia-vida curta, caracterizados por possuírem núcleo segmentado e 

grânulos em seu citoplasma. São gerados continuamente na medula óssea a partir de 

precursores mielóides, processo controlado pelo fator estimulador de colônia de granulócito 

(G-CSF)54,55. Constituem cerca de 50 a 70% dos leucócitos circulantes na corrente sanguínea 

e exercem suas funções após serem rapidamente recrutados para o local da infecção através 

da expressão de moléculas e sinais quimiotáticos como interleucina-8 (IL-8), keratinocyte 

chemoattractant (KC) e macrophage inflammatory protein 1 alpha (MIP-1 α)34,56,57. As 

citocinas interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α), secretadas durante 

um processo infeccioso, induzem células endoteliais a expressar moléculas de adesão como 

selectinas em sua superfície e a produzir quimiocinas. Os PMNs circulantes ligam-se a essas 
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moléculas de superfície através de integrinas expressas em sua membrana e respondem às 

quimiocinas com o recrutamento de mais células para o local. Ocorre então o processo de 

rolamento pela parede do vaso sanguíneo próximo ao sítio da infecção, seguida de sua 

adesão estável ao endotélio e migração para o tecido alvo através das junções entre as 

células endoteliais, em um processo conhecido como diapedese34,55,58-62.   

Uma vez no local de destino, os PMNs entram em contato com o micro-organismo e 

assim realizam suas funções, tendo a capacidade de eliminar os patógenos através de 

múltiplos mecanismos62. Uma das principais funções dos PMNs é a fagocitose. Quando em 

contato com o patógeno, os PMNs são capazes de emitir prolongamentos de sua membrana 

plasmática (pseudópodes) e englobar o micro-organismo em vesículas intracelulares 

conhecidas como fagossomos. Posteriormente, grânulos presentes no citoplasma dos PMNs 

se fundem a essa vesícula e liberam seu conteúdo enzimático no interior da mesma, dando 

origem ao fagolisossomo, estrutura na qual ocorrerá a morte do patógeno por meio de 

mecanismos dependentes e independentes de oxigênio63-65.   

Os mecanismos dependentes de oxigênio são exercidos através da ação da enzima 

NADPH oxidase, a qual é responsável pela produção de ânions superóxido (O2-) em PMNs 

ativados. O O2- sofre dismutação quando ligado à agua, levando à formação de derivados 

tóxicos de oxigênio, como o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (OH-). A H2O2 

também pode ser catalisada pela ação da enzima mieloperoxidase, gerando um potente 

oxidante que é o ácido hipocloroso (HOCl), considerado como um dos principais mediadores 

de morte de patógenos por mecanismos dependentes de oxigênio66-68. As espécies reativas 

de oxigênio, principalmente H2O2, são essenciais para a morte do P. brasiliensis36,37,46,47,49,69-

71.  
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Já os mecanismos independentes de oxigênio ocorrem através da extrusão do 

conteúdo granular dos PMNs, os quais possuem proteínas e enzimas com atividades 

microbicidas. Os grânulos primários ou azurófilos contém mieloperoxidase (MPO), peptídeos 

microbianos como defensinas, lisozimas e proteases como a elastase. Grânulos secundários 

contêm lactoferrina e colagenase e, por fim, os grânulos terciários contêm gelatinase72.    

Em relação ao envolvimento dinâmico de PMNs na resposta deflagrada contra o P. 

brasiliensis, um dos primeiros estudos demonstrando a presença de PMNs em sítios de 

infecção pelo fungo, foi descrito por Iabuki & Montenegro53. Os autores identificaram que, 

após 24 horas da inoculação de P. brasiliensis em hamsters sírios, os fungos presentes no 

local inoculado se apresentavam circundados por PMNs, demonstrando que essas células 

eram as primeiras a serem recrutadas no processo infeccioso por P. brasiliensis. Além disso, 

infiltrado neutrofílico tem sido encontrado em sítios inflamatórios observados em 

pacientes21 e em lesões detectadas em modelos experimentais27,50-52.  

Calich et al., em 198573, demonstraram que PMNs eram atraídos quimiotaticamente 

para a cavidade peritoneal por peptídeos de baixo peso molecular detectados em 

sobrenadante de macrófagos peritoneais de camundongos incubados com P. brasiliensis, 

sugerindo que os macrófagos sejam os responsáveis pelo primeiro sinal para a quimiotaxia 

dos PMNs. Outros estudos identificaram a associação das quimiocinas KC e MIP-1 com a 

infiltração de PMNs nos pulmões de camundongos durante a fase aguda da infecção por P. 

brasiliensis56. Já Gonzalez et al. (2005)74 demonstraram que o recrutamento de PMNs é 

mediado pela expressão de moléculas de adesão celular como molécula de adesão 

intercelular 1 (ICAM-1), molécula de adesão celular vascular (V-CAM-1), CD18, antígeno de 

macrófagos 1 (MAC-1) e antígeno associado a função de linfócitos 1 (LFA-1), induzidas por 
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citocinas pró-inflamatórias interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e TNF-α. Por fim, 

camundongos “knockout” para o receptor Toll Like 9 (TLR9) e infectados com P. brasiliensis 

demonstraram um influxo excessivo de PMNs atraídos pelo aumento da expressão de 

citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, proteína inflamatória de macrófagos-2 alfa (MIP-2) 

e interleucina-17 (IL-17) produzidas por células dos pulmões, fígado e da cavidade 

peritoneal. Esse fato pode resultar em uma resposta imune desregulada e em um aumento 

de danos aos órgãos devido à liberação de proteases e de metabólitos tóxicos de oxigênio75. 

Estudos recentes vêm destacando o papel dos PMNs humanos na eliminação do P. 

brasiliensis, demonstrando também a necessidade de um processo de ativação dessas 

células para destruição do fungo. Os primeiros estudos realizados, buscando avaliar a 

atividade fungicida de PMNs contra o fungo, conduzidos experimentalmente por McEwen et 

al. (1987)76, demonstraram que PMNs de camundongos sensibilizados com P. brasiliensis e 

estimulados com o fungo morto por via intraperitoneal, apresentaram maior atividade 

fungicida in vitro. No entanto, outros estudos identificaram apenas atividade fungistática de 

PMNs humanos não ativados contra esse fungo42, sendo os efeitos antifúngicos 

significativamente aumentados após a ativação com IFN-, IL-1 e GM-CSF, não tendo TNF- e 

IL-8, efeito sobre essas atividades42,43. Trabalhos semelhantes realizados por nosso grupo de 

pesquisa demonstraram que PMNs humanos não ativados não apresentavam atividade 

fungicida contra o P. brasiliensis, e que, somente após ativação com IFN-, TNF-, GM-CSF 

ou interleucina-15 (IL-15), essas células passavam a apresentar atividade fungicida contra 

esse fungo, sendo os mecanismos envolvidos dependentes de metabólitos de oxigênio como 

H2O2 e ânion superóxido47,70.  
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Essas funções dependeriam inicialmente do reconhecimento fúngico realizado pelos 

Receptores de Reconhecimento de Padrões (PRRs) presentes nessas células. Dessa forma, 

Bonfim et al. (2009)77 avaliaram a expressão de TLR2 e TLR4 em monócitos e PMNs humanos 

após estimulação com P. brasiliensis e sugeriram a participação de ambos os receptores no 

reconhecimento, internalização e consequente ativação das células contra o fungo. 

Entretanto, estudos do nosso grupo de pesquisa, avaliando o papel desses receptores na 

atividade de PMNs humanos desafiados com a cepa 18 de P. brasiliensis, sugerem que a 

interação do fungo com TLRs pode ser considerada um mecanismo de patogenicidade, uma 

vez que esse fungo usa TLR2 e principalmente TLR4 como porta de entrada nas células, 

escapando de suas funções efetoras, através da produção de IL-8 e IL-10. Além disso, os 

mecanismos de defesa dos PMNs contra o fungo, como a produção de H2O2, não envolviam 

a participação desses receptores. Costa et al. (2007)78 também mostraram que a incubação 

concomitante de PMNs com IFN-, uma potente citocina ativadora, e interleucina-10 (IL-10), 

uma citocina anti-inflamatória, era capaz de bloquear a ativação de IFN-, com consequente 

diminuição da atividade fungicida e liberação de H2O2 por essas células. 

O IFN- é a principal citocina produzida durante a fase efetora da resposta imune 

adaptativa do tipo Th1, estando envolvida com o direcionamento dessa resposta durante a 

resposta imune inata79,80. As principais células envolvidas com a produção de IFN- durante 

essa fase seriam as células NK, no entanto trabalhos sugerem que PMNs poderiam ser 

importantes fontes de produção dessa citocina81. Assim, Rodrigues et al. (2014)82 buscando 

identificar a participação de PMNs como possíveis fontes de IFN- durante a fase inicial de 

resposta ao fungo, observaram que o P. brasiliensis era capaz de induzir PMNs humanos a 

produzirem IFN-, provavelmente pela ligação a TLR4 e dectina-1 expressos por essas 
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células. Observaram também que a produção de IFN- era aumentada após a ativação dos 

PMNs com IL-8, IL-15 e IL-18 isoladamente ou com a combinação de duas dessas citocinas, 

sendo que IL-12 e IL-15 em conjunto tiveram o melhor resultado na produção de IFN-. 

Dessa forma, os autores conseguiram estabelecer a hipótese de que durante a infecção com 

P. brasiliensis, os PMNs podem modular a resposta imune adaptativa induzindo uma ação 

protetora mediada por células de padrão Th1, através da produção sustentada de IFN-. 

 Recentemente, trabalho visando aprofundar os estudos sobre os receptores de 

PMNs envolvidos no reconhecimento de diferentes cepas do P. brasiliensis e consequente 

modulação da resposta imune através da produção de citocinas e mediadores inflamatórios, 

demonstrou que PMNs humanos não foram capazes de produzir TNF- em resposta às 

cepas Pb 18 (alta virulência) e Pb 265 (baixa virulência)83. Entretanto, foi observado um 

aumento significativo de interleucina-12 (IL-12), principalmente em resposta ao Pb 265, 

sendo essa produção mediada pela ligação do fungo com TLR2 e dectina-1. Além disso, foi 

verificado que os PMNs produziam uma quantidade aumentada de IL-10 em contato com Pb 

18 quando comparada com o Pb 265. Assim, os resultados indicam que a cepa de alta 

virulência escape mais efetivamente dos mecanismos de defesa dos PMNs, através da 

indução da produção de IL-10, uma potente citocina supressora. Os autores identificaram, 

dessa maneira, que a cepa Pb 265 induz uma resposta de padrão pró-inflamatório, enquanto 

que a cepa Pb 18 induz uma resposta de padrão anti-inflamatório. Assim, esse estudo 

demonstra que, além de suas funções como células efetoras da imunidade inata, os PMNs 

também têm a capacidade de modular a resposta imune inata e adaptativa contra o fungo 

através da produção de citocinas e mediadores lipídicos. Esta modulação pode ser em 

direção a um padrão pró ou anti-inflamatório na dependência da cepa de P. brasiliensis e 

PRRs envolvidos no reconhecimento do fungo por estas células. 
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1.3. Neutrophil Extracellular Traps (NETs) 

 

Em 2004, uma nova função efetora de neutrófilos foi descrita. Brinkmann et al. 84  

identificaram um mecanismo de defesa contra micro-organismos através da morte de PMNs 

e liberação de redes extracelulares conhecidas como Neutrophil Extracellular Traps (NETs). A 

NETose, como foi denominada a liberação de NETs, é um processo no qual os PMNs ativados 

têm a capacidade de lançarem redes compostas de conteúdo nuclear (histonas e cromatina 

descondensada) e granular (proteínas dos grânulos primários, secundários e terciários) para 

o meio extracelular a fim de capturar micro-organismos ou mesmo matá-los. As NETs são 

estruturas frágeis compostas por fibras de 15 a 17 nm de diâmetro e domínios globulares de 

aproximadamente 25nm que se agrupam formando redes84.  Essas estruturas foram 

inicialmente identificadas ao serem induzidas por alguns estímulos como IL-8, Phorbol 

Myristate Acetate (PMA), lipopolissacarídeo (LPS) e bactérias gram-positivas e negativas84, 

entretanto, diversos grupos de pesquisa visaram buscar novos indutores, ampliando o leque 

de ação das NETS.  

O processo de NETose já foi identificado em várias espécies como camundongos, 

cavalos, bovinos, peixes, gatos e estruturas semelhantes também foram identificadas em 

aves. Mais recentemente, a liberação de redes extracelulares foi identificada em 

invertebrados, demonstrando que esse não é um mecanismo exclusivo de algumas espécies 

e que pode ser considerada uma estratégia evolutiva conservada ao longo dos anos pelos 

PMNs85-94. 

A liberação de redes extracelulares foi primeiramente descrita em PMNs, o que 

justifica o nome NETs84, porém, ao longo dos anos, outras células foram identificadas como 
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sendo capazes de lançar mão dessa estratégia microbicida, tais como eosinófilos, mastócitos 

e basófilos, em menor escala, monócitos e macrófagos, sendo esse mecanismo conhecido 

como ETs (Extracellular Traps)95-103.  

O processo de formação das NETs envolve a participação tanto do conteúdo nuclear 

quanto do conteúdo granular dos PMNs. Essas estruturas são compostas por fibras de 

cromatina descondensada associadas à histona e a fatores antimicrobianos provenientes dos 

grânulos neutrofílicos. Dentre esses fatores estão elastase, mieloperoxidase, catepsina-G, 

pentraxina-3 (PTX-3), calprotectina e outras proteínas do citoesqueleto, citosol, catalase e 

enzimas glicolíticas84,104-108. Elastase e mieloperoxidase têm papel fundamental na 

descondensação do DNA através da degradação das ligações das histonas (localizadas no 

núcleo), permitindo assim elas também participem do processo de formação de 

NETs106,107,109. Estudos demonstram que apenas um terço dos PMNs é capaz de utilizar esse 

mecanismo de defesa e que ocorre o envolvimento de receptores Fc, TLRs, e citocinas 

durante a ativação dessa via84,110,111.  

Em 2007, Fuchs et al.110 descreveram o processo de formação de NETs como um 

processo de morte celular. Após a ativação dos PMNs por Staphylococcus aureus (S. aureus), 

foram observadas diversas alterações morfológicas, tanto no núcleo quanto no citoplasma 

em diferentes períodos. Sessenta (60) minutos após a ativação, o núcleo começou a perder 

sua característica lobular e a cromatina tornou-se descondensada, enquanto a membrana 

nuclear permanecia intacta. Posteriormente, a membrana do núcleo passou a se 

desintegrar, permitindo o extravasamento do conteúdo nuclear para o citoplasma e a junção 

com o conteúdo granular, que já estava disperso. Por fim, poros na membrana celular 

permitiam a liberação desse material e a morte do PMN ocorria. Nesse mesmo trabalho, os 

autores identificaram a diferença entre os processos de Netose, Necrose e Apoptose. 
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Durante a Netose, características da morte celular por Apoptose, como a fragmentação de 

DNA e a exposição de fosfatidilserina, não ocorriam. Já a diferença entre Netose e Necrose 

foi evidenciada pela integridade do envelope nuclear, que é perdida durante a Netose. 

Recentemente, em 2013, Yipp112 demonstrou que a Netose não é necessariamente um 

processo de morte celular, podendo ser diferenciada em Netose vital e Netose suicida, como 

foram nomeadas. A Netose vital é caracterizada pela liberação do material das NETs e ainda 

por permitir que os PMNs sejam capazes de exercer suas funções normais. Esse processo 

ocorre através da formação de vesículas na membrana nuclear e a consequente extrusão 

dessas vesículas para o meio extracelular, sem que ocorra a morte da célula envolvida113. 

Yousefi et al. (2009)114 demonstraram que, após ativação com LPS, GM-CSF e C5a, PMNs 

foram capazes de liberar NETs de origem mitocondrial, contribuindo para a ideia da Netose 

vital. A Netose suicida corrobora os dados previamente descritos por Fuchs et al., (2007)110, 

os quais demonstram que o processo de liberação de NETs necessariamente envolve a 

morte celular112. 

A indução da formação de NETs vem sendo amplamente descrita nos últimos anos. O 

indutor mais importante e mais utilizado durante as pesquisas é o PMA. O estudo pioneiro 

de NETs em 200484 já demonstrou que o PMA é um potente indutor da liberação dessas 

redes, sendo inclusive utilizado como controle positivo por muitos pesquisadores90,105,106. 

Essa molécula sintética é uma ativadora da proteína quinase C (PKC), a qual é responsável 

direta pela ativação da NADPH oxidase e pela produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROS), essenciais para a formação de NETs115,116. EROS foram identificados como 

participantes na formação dessas redes, uma vez que pessoas com deficiência na enzima 

NADPH oxidase, como os pacientes com doença granulomatosa crônica (CGD), 

apresentavam capacidade de atividade microbicida reduzida e não eram capazes de formar 
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NETs quando em contato com Aspergillus nidulans (A. nidulans), sendo essa capacidade 

recuperada após terapia gênica dos pacientes117. Além disso, Parker et al. (2011)118 

demonstraram que a atividade microbicida da mieloperoxidase associada às NETs era mais 

eficiente na presença de H2O2, sendo que somente o H2O2 não foi capaz de eliminar a 

bactéria S. aureus utilizada no estudo. 

Diversos micro-organismos foram identificados como capazes de induzir a formação 

de NETs, entre eles Leishmania amazonensis (L. amazonensis), Plasmodium falciparum (P. 

falciparum), Eimeria bovis (E. bovis), vírus da leucemia felina (FeLV), vírus da 

imunodeficiência humana (HIV), Influenza A, Escherichia coli (E. coli), Helicobacter pylori (H. 

pylori), Listeria monocytogenes (L. monocytogenes), S. aureus, Candida albicans (C. albicans) 

entre outros de uma lista crescente de patógenos88,92,110,119-127. Quando em contato com os 

mais diversos patógenos, as NETs dispõem de dois mecanismos de ação muito importantes: 

eliminação direta do patógeno aprisionado através da ação de componentes microbicidas 

presentes nas NETs ou aprisionamento do micro-organismo, a fim de evitar sua 

disseminação e permitir o recrutamento de outras células do sistema imune para o sítio da 

infecção.  

A primeira função, ou seja, a eliminação direta do patógeno, foi descrita para 

diversos micro-organismos como Shigella flexneri (S. flexneri), C. albicans, L. amazonensis e 

S. aureus84,105,113,119,126. Brinkmann et al. (2004)84 demonstraram que histonas e elastase 

presentes nas NETs são as responsáveis pela morte de S. flexneri através da ação em fatores 

virulentos da bactéria (IpaB). Quando relacionadas à C. albicans, as NETs foram capazes de 

aprisionar e matar tanto hifas quanto leveduras, em um processo mediado por proteínas 

presentes nos grânulos dos PMNs, mais especificamente a calprotectina, uma proteína 
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constitutiva de PMNs relacionada com atividade antifúngica105,126. NETs liberadas por PMNs 

ativados com PMA e sem ativação foram capazes de aprisionar e matar formas 

promastigotas de L. amazonensis, através da ligação iônica dessas redes com a superfície 

carregada negativamente por lipofosfoglicano (LPG), expresso na membrana da forma 

promastigota do protozoário119. Por fim, quando em contato com S. aureus, as NETs foram 

liberadas em um mecanismo extremamente rápido que ocorre através da extrusão de 

vesículas carregadas de DNA nuclear para o meio extracelular, sem que ocorresse a morte 

dos PMNs e nem o envolvimento de espécies reativas de oxigênio, sendo, dessa forma, 

capaz de matar a bactéria113.   

Já a segunda função das NETs envolve o aprisionamento dos patógenos e foi 

demonstrado ter essa ação contra muitos micro-organismos como Mycobacterium 

tuberculosis (M. tuberculosis), Aspergillus fumigatus (A. fumigatus), S. aureus, Streptococcus 

sanguinis (S. sanguinis), entre outros127-131. Esses patógenos foram identificados como 

detentores de mecanismos de evasão dessas redes, fazendo com que a função efetora das 

NETs ficasse limitada ao aprisionamento, o qual pode ser responsável por permitir o 

recrutamento das outras células do sistema imune que irão auxiliar no “clearance” da 

infecção ou mesmo inibir o crescimento do patógeno, como é evidenciado no estudo de 

McCormick et al. (2010)129, o qual demonstra que as NETs induzidas por PMA inibem o 

crescimento de A. fumigatus num processo mediado pela quelação de zinco por 

calprotectina, um dos principais componentes das NETs. Ramos-Kichik et al. (2009)128 

demonstraram que duas formas de Mycobacterium, M. tuberculosis e Mycobacterium 

canetti (M. canetti), diferentes em sua virulência, foram capazes de induzir a formação de 

NETs de uma maneira semelhante ao PMA, IL-8 e outros micro-organismos, porém essas 

redes não foram capazes de matar a bactéria. Diferentemente do descrito pelo grupo de 
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pesquisa de Pilsczek113, foi demonstrado que S. aureus pode escapar da morte pelas NETs 

através da expressão de nucleases132. Outro estudo demonstrou que a leucotoxina GH, um 

fator de virulência expresso por essa bactéria, embora induza a formação de NETs, essas 

estruturas são somente capazes de realizar a captura do micro-organismo, permitindo 

possivelmente o aumento do “clearance” do patógeno in vivo130. Por fim, Thammavongsa et 

al. (2013)131  identificaram que S. aureus escapa dos mecanismos de defesa do hospedeiro 

via degradação de NETs, através de sua conversão em desoxiadenosina, a qual, por sua vez, 

desencadeia a morte de outras células do sistema imune mediada por caspase-3. Em relação 

à bactéria Streptococcus, pesquisadores mostraram que Streptococcus do grupo A (GAS) 

expressam uma potente DNAse (Sda1), a qual é suficiente para promover a resistência da 

bactéria em um modelo murino de fascite necrosante133. Além disso, foi demonstrado que S. 

sanguinis, uma bactéria pertencente à flora da cavidade oral, é capaz de produzir uma 

molécula em sua superfície conhecida como nuclease ancorada na parede celular (SWAN), 

identificada como responsável pela degradação de NETs e assim permitir o escape da morte 

por esse mecanismo de defesa do hospedeiro127. O papel de aprisionamento das NETs 

também foi demonstrado para o vírus HIV. Saitoh et al. (2012)125 identificaram que as NETS, 

quando em contato com vírions de HIV, eram responsáveis pela captura dessas partículas 

mediada pela ação de mieloperoxidase e α-defensina, abundantes nessas estruturas em 

formato de rede e responsáveis pela redução da infecção do HIV. Entretanto, foi 

demonstrado que o vírus HIV é capaz de neutralizar esse mecanismo de resposta imune 

através da indução da produção de IL-10 dependente de lectina. A IL-10 suprime a liberação 

de NETs via EROS, permitindo a evasão do vírus. 

Pensando exclusivamente na relação das NETs com fungos patogênicos, C. albicans, 

A. fumigatus e Cryptococcus gattii (C. gattii) foram identificados como capazes de induzir a 
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formação de NETs. As NETs foram responsáveis pelo aprisionamento e morte de hifas e 

leveduras de C. albicans em mecanismo dependente do conteúdo granular dos PMNs e 

independente de histonas126. Pesquisadores do mesmo grupo identificaram, em 2009105, que 

a ação microbicida das NETs estava ligada à calprotectina, uma proteína granular que foi 

considerada o principal componente antifúngico das NETs. O estudo ainda observou que, 

durante a infecção por C. albicans in vivo, a calprotectina foi essencial para o “clearance” do 

agente patogênico. Recentemente, Byrd et al. (2013)134 demonstraram que, para que ocorra 

liberação de NETs durante infecções fúngicas em tecido, é necessário o contato com a matriz 

extracelular. Esse contato se dá através da interação da fibronectina, presente na MEC, e do 

reconhecimento da β-glucana na parede do fungo pelo receptor C3 do PMN, em um 

processo independente da produção de EROS, permitindo a minimização do dano tecidual 

causado por esses metabólitos tóxicos. A relação das NETs com Aspergillus spp. foi 

primeiramente descrita em pacientes com doença granulomatosa crônica (CGD)117. 

Pacientes com CDG apresentam deficiência na enzima NADPH oxidase, é a principal 

responsável pela produção de EROS, e como já mencionado anteriormente, são metabólitos 

importantes na formação de NETs. A aspergilose invasiva é considerada a principal causa de 

morte desses pacientes, uma vez que os mesmos não têm uma resposta adequada através 

da produção de espécies reativas de oxigênio, sendo então susceptíveis às infecções 

recorrentes e possivelmente fatais. Após terapia gênica, esses pacientes tiveram a 

reabilitação da atividade da enzima NADPH oxidase, tornando-se capazes de produzir NETs 

contra o fungo A. nidulans, em um mecanismo dependente de calprotectina, liberada 

juntamente com as NETs135. Röhm et al. (2014)136 identificaram que a NADPH oxidase é 

necessária para o “clearance” das hifas de A. fumigatus presentes no pulmão de 

camundongos e para a modulação da NETose e da apoptose de PMNs in vivo. A presença da 
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NADPH oxidase pode aumentar a defesa do hospedeiro contra o fungo através da indução 

de NETs, enquanto que a estimulação da apoptose promove a resolução da inflamação e 

evita maiores danos teciduais. Além disso, foi demonstrado que A. fumigatus também foi 

capaz de induzir a formação de NETs in vitro, entretanto, essas estruturas em formato de 

rede apenas aprisionaram o fungo e inibiram seu crescimento129. Em estudo com C. gattii, as 

NETs não foram capazes de provocar a morte do fungo in vitro, muito provavelmente pelo 

lançamento de fibras extracelulares pelo fungo, caracterizando um fator de virulência e uma 

adaptação estrutural para a comunicação fungo-célula do hospedeiro137. Por fim, nosso 

grupo de estudo também visou identificar a indução de NETs por mais um fungo patogênico, 

o P. brasiliensis. Foi identificado que a cepa virulenta do fungo, Pb 18, foi capaz de induzir a 

formação de NETs in vitro através principalmente, da ação do receptor Dectina-1 dos PMNs 

no reconhecimento de β-glucanas da parede do fungo138. Os fungos, em geral, apresentam-

se como um desafio para o sistema imune, uma vez que se desenvolvem tanto em pequenas 

leveduras quanto em formas muito grandes, o que impede sua fagocitose. Branzk et al. 

(2014)139 demonstraram que a liberação de NETs depende da morfologia do fungo. Quando 

o PMN se depara com um micro-organismo muito grande para ser fagocitado, a elastase 

presente nos grânulos dos PMNs é liberada para o citoplasma devido à ausência de 

fagossomos. Essa elastase pode então migrar para o núcleo para auxiliar no processo de 

descondensação da cromatina e isso permite que as células fagocitárias diferenciem o 

tamanho dos patógenos. Os autores ainda demonstraram que os PMNs, ao serem 

recrutados para o sítio da infecção, são responsáveis por identificar o tamanho do patógeno 

e, a partir disso, dirigir a resposta imune para a eliminação dos micro-organismos maiores 

através da NETose ou minimizar os danos teciduais quando o agente patogênico pode ser 

morto através da fagocitose.  
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Até recentemente, as NETs estavam envolvidas apenas com efeitos benéficos ao 

hospedeiro, atuando de maneira significativa no combate aos mais diversos tipos de 

infecção. Entretanto, muitos estudos vêm identificando a presença dessas estruturas em 

outras condições humanas e correlacionando-as com as mais diversas patologias. Durante o 

exercício físico de alta intensidade, ocorre uma situação de estresse oxidativo, além de 

outras condições que induzem a mobilização e ativação de leucócitos, plaquetas e outras 

alterações trombóticas e fibrinolíticas, levando a um aumento dos níveis de DNA livre 

circulante. Beiter et al. (2014)140 relacionaram a presença desse DNA livre no plasma, 

correlacionados à mieloperoxidase, com a formação de NETs, a qual é contrabalanceada, em 

indivíduos saudáveis, pelo aumento da atividade de DNAse-1 sérica. Além disso, os autores 

concluíram que o monitoramento da relação DNA livre/DNAse em resposta à atividade física 

intensa poderá ser uma ferramenta para identificar pessoas com risco aumentado de 

doenças cardiovasculares, autoimunidade e fadiga crônica.  

Quando correlacionadas às patologias, as NETs têm seu envolvimento descrito 

através de seus principais componentes. Fuchs et al. (2010)141 demonstraram, em modelo 

experimental, que a presença das NETs induz a adesão e agregação plaquetária através da 

ação das histonas presentes nessas redes. Além disso, as NETs podem funcionar como 

depósitos para fibrina e eritrócitos, permitindo a organização e estabilização do trombo e 

assim, agravando ainda mais o processo de trombose. Já em humanos, a trombose venosa 

profunda foi associada com um aumento significativo de DNA extracelular livre no plasma, 

associado com outros biomarcadores como mieloperoxidase e fator de von Willebrand 

(VWF)142. 
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Em relação às doenças autoimunes, a participação do processo de NETose está ligado 

ao fato de que alguns componentes presentes nas NETs são reconhecidos como próprios e 

assim, induzem a autoimunidade143, como ocorre no Lúpus Eritematoso Sistêmico (SLE), na 

Psoríase e na Vasculite de Pequenos Vasos (SVV). Durante o lúpus, ocorre uma produção 

excessiva de auto-anticorpos contra uma variedade de antígenos nucleares como histonas e 

DNA dupla fita. Adicionado a esse fato, níveis elevados de várias proteínas granulares de 

PMNs e anticorpos anti-citoplasma de neutrófilos (ANCAs) foram encontrados no soro de 

pacientes com SLE. Uma vez que esses antígenos são os principais componentes das NETs, 

ocorre uma produção aberrante dessas redes nessa patologia e com isso, o agravamento do 

estado do paciente através de dano tecidual144. Leffler et al., em 2012145, identificaram que 

pacientes com SLE ativa, possuíam níveis significativamente elevados de anticorpos contra 

histonas e DNA dupla fita. Além disso, esses pacientes apresentavam menor capacidade de 

degradar NETs através da ação de DNAse sérica e a presença dessas redes não degradadas 

era responsável por ativar o sistema complemento via ligação DNA-C1q, o que induz a 

inflamação e modula a resposta imune adaptativa, gerando mais anticorpos NET-específicos 

e potencialmente exacerbando a doença. O número aumentado de PMNs e mastócitos nas 

lesões da psoríase, observado por Lin et al. em 2012146, contribui para a liberação de IL-17 

no local através da produção de redes extracelulares por esses dois tipos celulares. A IL-17 

tem papel central nas doenças autoimunes, sendo relacionadas à gravidade das mesmas146. 

Uma vez que essa citocina é liberada pelas principais células presentes nas lesões da 

psoríase durante a extrusão do material extracelular, o controle da liberação de NETs e 

(MCETs), por mastócitos, através de novas terapias torna-se uma importante ferramenta 

para o tratamento da psoríase146. Já, a vasculite de pequenos vasos (SVV) é uma doença 

autoimune relacionada a presença de auto-anticorpos anti-citoplasma de neutrófilos 
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(ANCAs). Foi demonstrado que essas redes são formadas em resposta a esses auto-

anticorpos, uma vez que esses ANCAs são capazes de induzir a produção de EROS através da 

ligação com mieloperoxidase (MPO) e proteinase 3 (PR3), e que, estando presentes em rins 

de pacientes com SVV, são responsáveis pelo aumento do dano tecidual encontrado nesses 

indivíduos147.  

O papel das NETs também foi elucidado em uma das principais patologias 

gestacionais, a preeclâmpsia. Durante essa patologia, ocorre uma ativação exacerbada do 

sistema imune inato provocada pela liberação de micropartículas de sinciciotrofoblasto 

(STBM) e por citocinas como IL-8. Esses dois componentes, por sua vez, foram capazes de 

induzir a formação de NETs, contribuindo para o aumento do DNA livre circulante detectado 

nessa doença e para a severidade da doença148. Outro acontecimento importante durante a 

preeclâmpsia é a hipóxia. O mesmo grupo de pesquisa demonstrou que, durante a perfusão 

reduzida da placenta causada pela resistência das artérias uterinas, ocorre formação de 

espécies reativas de oxigênio e essas são as responsáveis pela ativação neutrofílica e 

formação de NETs. A presença dessas redes dificulta ainda mais a circulação sanguínea 

através do espaço interviloso, aumentando assim o grau de hipóxia e o estresse oxidativo na 

placenta149. 

Quando a NETose foi relacionada ao câncer, Cools-Lartigue et al. (2013)150 

demonstraram que a presença das NETs em pacientes com infecções sistêmicas pode ser 

responsável pelo aprisionamento de células tumorais circulantes e assim induzir metástase, 

levando esses pacientes à morte mais frequentemente quando comparado com aqueles 

pacientes com câncer e sem infecção.  
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O envolvimento das NETs também foi identificado na diabetes tipo 2. Pacientes e 

modelos experimentais demonstraram que a hiperglicemia induz alterações na quimiotaxia 

de PMNs, fagocitose e propriedades bactericidas, levando esses pacientes a uma maior 

suscetibilidade a infecções. Em altas concentrações de glicose, PMNs de pacientes diabéticos 

demonstraram uma baixa formação de NETs, assim como uma redução na atividade da 

elastase ligada a essas redes, mostrando dessa forma que a propriedade microbicida das 

NETs estava reduzida nesses indivíduos151.  

Por fim, as NETs também foram relacionadas a doenças pulmonares, como síndrome 

do desconforto respiratório agudo (SDRA) e lesão pulmonar aguda (LPA), além de outras 

infecções que acometem o pulmão como a aspergilose. A SDRA e a LPA são caracterizadas 

por ativação e migração excessiva de PMNs para o pulmão152, sendo que a alta concentração 

dessas células em lavados broncoalveolares de pacientes com SDRA é relacionada com a 

gravidade da doença153. Já a elevada presença de PMNs e de NETs contribui para a patologia 

da LPA através da indução da morte das células epiteliais pulmonares pelas redes 

extracelulares154. 

Considerando o fato das NETs possuírem ação em diversas patologias pulmonares e 

sendo a Paracoccidioidomicose uma doença de principal acometimento pulmonar, com 

formação de granulomas infiltrados de PMNs, torna-se extremamente importante a 

identificação das redes extracelulares nas lesões desses pacientes, bem como estudos 

adicionais para compreensão da real participação dessas estruturas durante a resposta 

imune do hospedeiro contra o P. brasiliensis. 
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ABSTRACT  

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis, endemic in most Latin American 

countries, especially in Brazil. It is caused by the thermo-dimorphic fungus of the genus 

Paracoccidioides (P. brasiliensis and P. lutzii). Innate immune response plays a crucial role in 

host defense against fungal infections and neutrophils are able to combat microorganisms 

with three different mechanisms: phagocytosis, secretion of their granular proteins, which 

have antimicrobial properties, and the most recent described mechanism called NETosis. 

This new process, characterized by the release of net like structures composed by nuclear 

(decondensed DNA and histones) and granular material such as elastase, is called Neutrophil 

Extracellular Traps (NETs). Several microorganisms have the ability of inducing NETs 

formation, including gram-positive and gram-negative bacteria, viruses and some fungi. We 

proposed to identify NETs in tegumentary lesions of patients with Paracoccidioidomycosis, 

and to analyze the interaction between two strains of P. brasiliensis and human neutrophils 

by NETs formation in vitro. In this context, the presence of NETs in vivo was evidenced in 

tegumentary lesions of patients with Paracoccidioidomycosis by confocal spectrum analyzer. 

Furthermore, we showed that the high virulent P. brasiliensis strain 18 (Pb 18) and the lower 

virulent strain Pb 265 are able to induce NETs formation and release in vitro. The 

quantification of the extracellular DNA corroborates the idea of the ability of P. brasiliensis in 

inducing the NETs release. In conclusion, our data show for the first time the identification of 

NETs in lesions of patients with paracoccidioidomycosis and corroborate other data on the 

induction of NETs by the fungus. The presence of NETs components both in vitro and in vivo 

open new possibilities for the detailed investigation of pulmonary immunity in 

Paracoccidioidomycosis. 
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Author Summary 

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a granulomatous infectious disease caused by fungi 

of the genus Paracoccidioides (P. brasiliensis and P. lutzii). PCM is endemic in Latin America, 

where about 10 million people are infected, and most Latin American countries report 

occurrence of the fungus, with a greater incidence in Brazil, Venezuela, Colombia, Ecuador 

and Argentina. Sporadic cases have been reported in the United States (USA), European 

countries, and Japan, in individuals coming from endemic areas. The disease may present in 

various forms, from located and benign to disseminated, severe, and progressive, with fatal 

evolution. It is characterized by a polymorphism of lesion and can affect any organ, in 

particular, the lungs mainly, the skin, the lymph nodes, the oral, nasal and gastrointestinal 

mucous membranes, the suprarenal glands, and the central nervous system. Over the last 

years, studies are focusing on neutrophils actions against P. brasiliensis, due the capacity of 

these cells to develop different defense strategies against pathogens. The novel spectacular 

action mechanism of these cells was described as NETosis, an extracellular mechanism to kill 

microbes characterized by the neutrophil release of both granular and nuclear material, 

identified as Neutrophil Extracellular Traps (NETs). As P. brasiliensis yeasts present multi 

budded and different size forms, we seek to identify whether this process would be an 

important mechanism triggered against the fungus. Therefore, we show for the first time the 

identification of NETs in tegumentary lesions of patients with PCM, by viewing the individual 

components of NETs by Confocal Laser Scanning Microscopy. Beyond that, we demonstrated 

the entrapment of P. brasiliensis in vitro by these structures released from human 

neutrophils of patients with PCM and healthy donors by Confocal Laser Scanning Microscopy 

and Scanning Electron Microscopy. Although it is still limited knowledge, our data provide 
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important new information regarding the immunity against the fungus, opening new 

avenues for the researches on immunity of PCM. 
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INTRODUCTION 

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis considered an important cause 

of mortality and morbidity in most Latin American countries, especially in Brazil. It is caused 

by fungus of the genus Paracoccidioides (P. brasiliensis and P. lutzii) [1,2]. They share the 

same thermo-dimorphic features, developing as mycelium at room temperature and as 

yeast at body temperature [3,4]. P. brasiliensis infection occurs after propagules inhalation 

(conidia presented in water, soil and plants) [5,6], which are deposited in the lungs and 

transformed into yeast cells, establishing the disease. From this stage on, infection could 

become latent (PCM – infection), disseminate by lympho-haematogenic pathway to other 

organs, such as liver and spleen (PCM – disease), or heal spontaneously [7]. 

Innate immune response is essential during early stages of fungal infections. 

Phagocytic cells, such as neutrophils and macrophages, play crucial role in host defense, 

modulating the inflammatory response and fungicidal activity [8-11]. In this context, studies 

have focused on the role of neutrophils during PCM, since a massive infiltration of these cells 

is found in granulomas of the disease, after chemoattraction modulated by keratinocyte 

chemoattractant (KC) and macrophage inflammatory protein 1 alpha (MIP-1α)[5,12]. 

Neutrophils are short-lived cells that must be promptly recruited to the site of 

infection [13]. They can capture and kill microbes by oxygen dependent or independent 

mechanisms, by the action of NADPH enzyme or release of their granular components [14]. 

Reactive oxygen species (ROS), obtained by the action of NADPH enzyme are essential for 

the killing of fungi [9,10,16,15-18]. Previous studies demonstrated that non-activated 

neutrophils do not have fungicidal activity, just showing fungistatic activity against P. 

brasiliensis [19], with an increase in these functions after activation with cytokines like 
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interferon-gamma (IFN-γ), tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), granulocyte monocyte 

colony-stimulating factor (GM-CSF) and interleukin-15 (IL -15) [19-22]. The studies also 

showed that the effector mechanisms of activated neutrophils against fungi involve 

superoxide anions and H2O2 participation. 

Recently, a novel neutrophil mechanism of action has been described as NETosis, 

which is an extracellular mechanism to kill microbes characterized by the neutrophil release 

of both granular and nuclear material and identified as Neutrophil Extracellular Traps (NETs) 

[23]. These structures are composed by a decondensed DNA backbone associated with 

histones and others antimicrobial proteins such as elastase, permeability increasing protein 

(BPI) and myeloperoxidase [24,25]. NETs can be triggered by gram-positive and gram-

negative bacteria, fungi and viruses, some particles like interleukin-8 (IL-8), Phorbol 

Myristate Acetate (PMA), lipopolysaccharide (LPS) and others cells as activated platelets 

[23,26-30]. 

Several microorganisms are able to induce NET formation. In some of them, NETs 

have antimicrobial activities, in others meanwhile, these structures have only temporary 

entrapment action, avoiding dissemination [23,27,29-33].  

Therefore, the aims of this study were to identify the presence of NETs in vivo, 

analyzing tegumentary lesions of patients with Paracoccidioidomycosis, and in vitro, 

challenging human neutrophils with P. brasiliensis yeast cells.  
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MATERIALS AND METHODS 

 

- Casuistics 

A prospective study was conducted to analyze tegumentary lesions of seven male 

patients between 51 and 75 years old, attended at clinical dermatology of Faculdade de 

Medicina de Botucatu (FMB), UNESP - Universidade Estadual Paulista. All patients had the 

chronic form of PCM with lesions localized at head, nose, hand, knee, foot and back. The 

diagnosis was confirmed by histopathological analysis performed by the Pathology 

Service/FMB. Patients were selected before treatment, excluding the immunocompromised 

ones and the patients with secondary infections. 

Neutrophils from peripheral blood of Paracoccidioidomycosis patients and healthy 

donors from FMB were also evaluated. Neutrophils from peripheral blood of patients with 

the chronic form of PCM and of five healthy donors between 20 and 30 years old were used 

in this study. 

 

- Ethics Statement 

This study was approved by the Research Ethics Committee of Faculdade de Medicina 

de Botucatu, UNESP – Universidade Estadual Paulista and informed consent was obtained 

from all participants (261/11 – CEP). 
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- Isolation, purification and culture of human peripheral blood neutrophils 

Peripheral blood from patients and healthy donors was collected by venous puncture 

and neutrophils were separated by a density gradient centrifugation (Histopaque 1119 and 

1083g/mL - Sigma–Aldrich, St. Louis, USA) at 460 g for 30 minutes followed by erythrocytes 

lysis with a hypotonic solution (NaCl 0,2%). Cellular viability was assessed by trypan blue dye 

exclusion test, and purified neutrophils (≥95% of the cells) were then resuspended in 

complete medium (RPMI medium 1640 supplemented with 10% inactivated fetal calf serum, 

both from Sigma–Aldrich) and placed on ice until use.  Cell culture was adjusted for 2x106 

cells/mL before all procedures.  

 

-  Fungi 

Two different strains of P. brasiliensis were used throughout this study: P. brasiliensis 

strain 18 (Pb18, virulent one) and strain 265 (Pb265, avirulent one). The strains were 

submitted to weekly sub-cultivation on 2% glucose, 1% peptone, 0.5% yeast extract and 2% 

agar medium (GPY medium)(all reagents from DIFCO, Franklin Lakes, NJ, USA), and used on 

the sixth day of culture. For preparation of P. brasiliensis suspension, yeast cells were 

removed from the cultivation medium, transferred to a sterile test tube containing glass 

beads and homogenized in a Vortex homogenizer (two cicles of ten seconds).  Yeast viability 

was determined by phase contrast microscopy and bright yeast cells were counted as viable 

while dark ones were considered as non-viable. Fungal suspensions containing more than 

95% viable cells were used in the experiments. The yeast suspension was adjusted for 4x104 

cells/mL before use. 
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- Histopathological Analysis  

 Tissue sections from biopsies of tegumentary lesions from seven 

Paracoccidioidomycosis patients were fixed with buffered formalin, dehydrated in 70% 

alcohol and embedded in parafin. Samples (7um thick) were deparaffinized and stained with 

hematoxylin and eosin (H & E) in the attempt to identify the extracellular DNA, 

representative of NETs [34]. 

 

- NETs analysis by Confocal Laser Scanning Microscopy 

The same biopsies were analyzed by confocal laser scanning microscopy. Tissue 

ethanol decreasing concentrations (100%, 90% and 70%). Samples were washed for 5 

minutes in dH2O followed by nonspecific binding block for 30 minutes. Tissues were 

incubated with anti-elastase (Calbiochem - Merck Millipore - Merck KGaA, Darmstadt, 

Germany) and anti-histone 1 (Millipore - Merck Millipore - Merck KGaA, Darmstadt, 

Germany) antibodies, followed by anti-rabbit-FITC (Millipore) and anti-mouse-Texas red 

(Calbiochem) antibodies, respectively. Slides were mounted using mounting medium for 

fluorescence with DAPI (Vectashield-Vector Labs, Burlingame, CA, USA).  

Neutrophil cultures were analyzed by Confocal Laser Scanning Microscopy to identify 

the presence of NETs in vitro. Isolated neutrophils (2x106 cells/mL) were adhered on 

coverslips treated with 0, 01% polylysine (Sigma–Aldrich) and, after adherence, some 

cocultures were pretreated with DNAse – negative control (100U/mL – Fermentas Life 

Science) and/or PMA – positive control (100ng/mL - Sigma–Aldrich). Cultures were then 
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challenged with Pb18 and Pb 265 (4x104 cells/mL - 50:1 cells/fungi ratio), and incubated for 

two hours in 5% CO2 at 37ºC. After this time, coverslips were stained with anti-elastase 

(Calbiochem) and anti-histone 1 (Millipore) antibodies, followed by anti-rabbit-FITC 

(Millipore) and anti-mouse-Texas red (Calbiochem) antibodies, respectively. Slides were 

mounted using mounting medium for fluorescence with DAPI (Vectashield-Vector Labs).  

Confocal images were taken in a Leica TCS SP5 microscope from the CME (Centro de 

Microscopia Eletrônica - Instituto de Biociências - UNESP - Botucatu). 

 

- NETs analysis by Scanning Electron Microscopy 

Isolated neutrophils (2x106 cells/mL) from Paracoccidioidomycosis patients and 

healthy donors were adhered on coverslips treated with Poly-L-Lysine 0, 01% (Sigma-Aldrich) 

in 24-well flat-bottom plates (Nunc Life Tech., Inc., MD, USA). In some cocultures, after 

adherence, cells were pretreated with DNAse (100U/mL – Fermentas Life Science– St. Leon-

Rot, Germany) for 30 minutes and/or PMA (100ng/mL- Sigma–Aldrich) as a negative and 

positive control respectively, challenged with Pb18 and Pb 265 (4x104 cells/mL), using 50:1 

cells/fungi ratio, and incubated for one or two hours in 5% CO2 at 37ºC. Cultures were fixed 

with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.2, postfixed with 1% osmium 

tetroxide, and dehydrated with an ascending ethanol series. After dehydration and critical-

point drying, samples were coated with gold and analyzed in a FEI QUANTA 200 scanning 

electron microscope from the CME (Centro de Microscopia Eletrônica - Instituto de 

Biociências - UNESP - Botucatu). 
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-  Quantification of NETs release 

Neutrophils (2x106 cells/mL) from five healthy donors were incubated with or 

without Pb 18 and Pb 265 for two hours. In some assays, cultures were pretreated with 

DNAse – negative control (100U/mL – Fermentas Life Science) and/or PMA – positive control 

(100ng/mL - Sigma–Aldrich) and then challenged with Pb 18 and Pb 265.  After incubation, 

supernatants were collected and treated with restriction enzymes (EcoR1 and HindIII, 

15U/uL each; Invitrogen, Eugene, Oregon, USA), according to the manufacturer's 

instructions. After, extracellular DNA amounts (NETs) were quantified using the Picogreen 

dsDNA kit (Invitrogen).The λ-DNA standard provided with the kit (100μg/mL) was diluted 

with Tris-EDTA (TE buffer) to the concentration of 1ng/mL for the high range curve and 

received the same treatment with restriction enzimes. Plates were incubated at room 

temperature in the dark for 5 minutes prior reading on a SpectraMax M2® (Molecular 

Devices) using an excitation wavelength of 480 nm and emission wavelength of 520 nm. 

 

- Statistical Analysis 

Quantification of extracellular DNA was analyzed using GraphPad Prism 5.01 

Software (Graphpad Software Inc., CA, USA). Results were compared by Friedman’s test 

followed by post-hoc Dunn’s test with the level of significance set at p < 0.05. 
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RESULTS 

 

- NETs identification by Histopathological analysis 

 In attempt to identify extracellular structures suggestive of NETs, histopathological 

analysis of tissue lesions of patients with Paracoccidioidomycosis was performed. In figures 

1A and 1B, the images revealed basophilic material with characteristic extracellular 

filaments, indicating extracellular DNA (positive for hematoxylin), suggestive of the 

formation of NETs. 

 

- Individual components of NETs visualization by Confocal Laser Scanning Microscopy 

After identification of the extracellular material suggestive of NETs by 

histopathological analysis, we seek to identify the individual components of NETs in biopsies 

from tegumentary lesions of patients with Paracoccidioidomycosis (Figure 2). As expected, 

NETs were also visualized in these samples, and their constituents were evaluated 

individually. Decondensed DNA, the backbone of these structures, was identified after DAPI 

staining (Fig. 2A). Histones and elastase, other major NETs components, were identified 

combined with DNA after immunostaining with anti-histone and anti-elastase, primary 

antibodies, followed by Texas Red and FITC, secondary conjugated antibodies, as performed 

to evaluate the cultures in vitro (Figs. 2B and 2C). Interestingly, figure 2D is the overlay of 

these three images, confirming the co-existence of the three major components. 
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We also identified during the analysis in one of the sections (Fig. 3), two cells that 

appear to be early in the process of forming Nets. In the box (highlighted), we identified a 

nucleus labeled with DAPI (Fig. 3A), which had lost its normal format and had positive 

staining for elastase (Fig. 3B), demonstrating the colocalization of elastase with  nuclear 

DNA. Elastase is transported to the nucleus, acting on histones to initiate the chromatin 

decondensation, even before it is released into the cytoplasm [37]. At the center of the field, 

we can observe a cell that appears to be releasing their decondensed DNA content (labeled 

with DAPI) (Fig. 3A), already bound to elastase (Fig. 3B), and the histone in nuclear region 

(Fig. 3C), indicating the mobilization of these compounds in the formation of NETs. In (Fig. 

3D) the overlap of 3 images was observed. These images are very interesting as they have 

been identified in lesions of patients showing an active response of human neutrophils 

through NETs formation against P. brasiliensis in vivo for the first time. 

In addition, it was also identified in vitro, the individual components of NETs in 

neutrophil cultures challenged with the fungus. In Figure 4, we can observe the individual 

marking of each component of NETs in neutrophil cultures challenged with Pb 18 in vitro, 

demonstrating the formation of NETs covering yeast. In this figure, we can identify in intense 

blue, a cell nuclei labeled with DAPI. At the tip of the white arrow, a neutrophil that shows a 

lobed nucleus intact is evidenced as well as, in left field, a cell already filled with nuclear 

material, stained with DAPI, which is more evident and NETs being released (highlighted 

area). In all the field spherical shaded areas (marked with star) are evidenced, which 

probably represent the location of the yeasts and were not labeled with fluorochromes. We 

note that these shaded areas are surrounded by NETs, evidenced by DAPI staining that 

indicate extracellular DNA, elastase is demonstrated by the staining in green and the red 
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marks represent histone, which is more discreet. Therefore, these areas would be the 

location of the yeasts that were covered by NETs. The figure shows the overlapping of the 

images (overlay).  

 

- NETs identification by Scanning Electron Microscopy 

To visualize NETs in vitro by scanning electron microscopy, neutrophils cultures from 

patients and healthy donors were challenged with two strains of P. brasiliensis: Pb 18 (high 

virulence strain) and Pb 265 (low virulence strain). 

Non-treated neutrophils from healthy donors were not able to release NETs, but in 

the presence of PMA, these structures were formed and visible after 45 minutes of 

incubation (Fig. 5A). 

Analyzing fungi-neutrophils interaction, Pb18 was able to trigger NET formation by 

healthy donors neutrophils in one and two hours of incubation (Figs.5B and 5C). Cultures 

with DNAse-1 treatment have not shown any evidence of NETs structures confirming their 

nuclear composition (Fig. 5D). We also observed that patient´s neutrophils when challenged 

with both strains of P. brasiliensis (Pb18 and Pb265) released NETs in attempt to entrap the 

fungi, demonstrating the process of NETosis that occurs during infection with P. brasiliensis 

(Figs. 6A and 6B).  
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- Quantification of NET release 

To identify if different strains of Pb could induce different amounts of NETs formation 

and release, neutrophils from healthy donors were incubated for two hours with both 

strains of P. brasiliensis (Pb 18 and Pb 265) and the extracellular DNA were quantified with 

the Picogreen dsDNA kit (Invitrogen). Corroborating data shown in scanning electron 

microscopy, both Pb18 and Pb265 were able to induce release of these NETs in the 

extracellular environment.  However, there was no statistical difference between the two 

strains of P. brasiliensis. Non-treated neutrophils released low levels of DNA (45 ng/mL) 

when compared to cultures treated with PMA (87 ng/mL), Pb 18 (95 ng/mL) and Pb 265 (126 

ng/mL) (p=0.0167) (Fig. 7). DNAse treated cultures showed low levels of free DNA, 

confirming the action of this enzyme over the released material (data not shown).  

 

DISCUSSION 

NETs action has been widely studied over the recent years. Several microorganisms 

are able to induce formation and release of these structures and in some cases, as in 

infections caused by S. aureus, S. flexneri, S. pneumoniae, L. amazonensis, A. fumigatus, C. 

albicans, A. nidulans and P. brasiliensis, these NETs have antimicrobial activities 

[23,27,30,33-35,37-39]. However, some pathogens have evasion mechanisms that make the 

entrapment only temporary, enabling the recruitment of other immune cells for the site or 

inhibiting the microorganisms’ growth, as seeing in infections with S. pneumoniae and L. 

infantum [29,31-33,37,40].  
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The interaction between NETs and P. brasiliensis is still been elucidated. In this study, 

we demonstrated for the first time NETs formation in vivo induced by P. brasiliensis yeast 

cells in tegumentary lesions of patients. Our results in vitro showed that yeasts are trapped 

by NETs, corroborating our previous study, in which were evidenced that P. brasiliensis yeast 

cells are able to induce NET formation by neutrophils and that these structures are involved 

in extracellular killing of the fungus. This process of NET release is mediated mainly by 

dectin-1 receptor, an important pattern recognition receptor (PRR) [35]. 

 This study identified NETs components, such as histone and elastase, in both 

analyzes, in patient's tegumentary lesion and in neutrophil cultures, by confocal laser 

scanning microscopy. Furthermore, it was identified in some tissue sections, cells in the 

initial process of NETs formation, demonstrating the colocalization of nuclear DNA with 

elastase, which was transported to the nucleus and acts on histones to initiate the 

chromatin decondensation, even before it is released into the cytoplasm. Papayannopoulos 

et al. [36] showed that elastase is necessary for chromatin decondensation through 

degradation of histones, allowing NETs release for the extracellular environment. 

Interestingly, the decondensed nuclear material labeled with DAPI that appears to be 

released by cells in some images, still have certain conserved nuclear structure. This is 

consistent with what has been recently proposed by some authors, that NETs can be formed 

by viable neutrophils and that cell death can occur subsequently, once cell death is not a 

requirement for the formation of such structures [25,41-43]. 

Histopathological analysis was performed using HE staining and was included in this 

study in an attempt to identify structures that could indicate the presence of NETs, 

characterized by basophilic material with extracellular filaments, indicating extracellular DNA 

positive for hematoxylin. Urban et al. [34] also identified the presence of NETs in 
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histopathological analysis of mice challenged with C. albicans, evidencing the presence of 

extracellular DNA positive for hematoxylin, as seen in this study, corroborating once more 

our findings on the lesion analysis by confocal laser scanning microscopy. In this manner, the 

presence of NETs in tegumentary lesions strengthens the results obtained in vitro, proving 

that there is a release of these NETs against the fungus after neutrophils recruitment in vivo. 

Scanning electron microscopy images showed similar structures as those first 

identified by Brinkmann et al. [23] and others [27,29,38]. In our images, the interaction 

between neutrophils and P. brasiliensis yeast cells from different strains was evidenced, with 

consequent release of NET like material, suggesting a role of NETs during 

Paracoccidioidomycosis. These structures were similar to those seen in other microbe-NETs 

interaction like M. tuberculosis, L. amazonensisand P. brasiliensis own [27,29,35] and to 

images presented in previous studies with other fungi as C. albicans, A. fumigatus, A. 

nidulans and C. gattii [27,33,34,38,39,44].  

Our idea that different strains of Pb could induce different amounts of NETs, was not 

confirmed, since the quantification of extracellular DNA in cocultures challenged with Pb18 

and Pb265 or activated with PMA did not differ between them, although the levels observed 

for Pb265 were slightly larger. This hypothesis was raised once the two strains used in the 

study have differences in the amount of β-glucans present in their walls [45], and it was 

detected that the dectin-1 receptor, an important PRRs that recognizes β-glucans, would be 

involved with the formation of NETs[35]. 

Although NETs have two important effector functions against microorganisms 

whether is only temporary imprison of the pathogen to prevent its spread or having a direct 

antimicrobial action on trapped microorganisms, studies have related NETs with several 

diseases, correlating them with pathological effects. Some reports show that antimicrobial 
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histones and peptides coating the NET-DNA have direct cytotoxic effect to tissue, and 

ineffective clearance of NETs is responsible for deleterious inflammation of host tissue in 

several disorders [46-55]. In acute respiratory distress syndrome (ARDS), there is a massive 

influx of neutrophils into the lungs causing neutrophilic inflammation and in acute lung 

injury (ALI), there is an excessive activation and migration of neutrophils into the lung. These 

cells are important contributors to the progression of ALI/ARDS, and higher neutrophil 

concentration in the BAL fluid of patients with ARDS is often associated with greater severity 

of the disease [55,56], while excessive neutrophils and NETs contribute to the pathology of 

ALI, where NETs can directly induce lung epithelial cell death[53]. 

Therefore, in Paracoccidioidomycosis, in which the lung is usually the first organ 

affected, characterized by the development of granulomatous lesions with the presence of 

neutrophils, the real participation of NETs in defense against P. brasiliensis or in disease 

pathogenesis needs to be further elucidated. 

In conclusion, our data show the identification of NETs induced by P. brasiliensis in 

vivo, in tegumentary lesion of patients. Beyond that, both strains of P. brasiliensis (Pb 18 and 

Pb 265) are able to induce NETs formation and release by human neutrophils in vitro. The 

presence of NETs components both in vitro and in vivo open new possibilities for the 

detailed investigation of pulmonary immunity in Paracoccidioidomycosis. 
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Figure 1: Histopathology of cutaneous lesions of patients with PCM showing Hematoxilin 

filamentous suggestive of NETs (demarcated area and white arrows) and presence of fungi (black 

arrows) 200x. (B) Details of the demarcated area showing hematoxilin filamentous suggestive of 

NETs (white arrows) and Pb yeast (black arrow). 
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Fig. 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 
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Figures 2 and 3: Confocal immunofluorescence of NETs identified in lesions of patients with 

Paracoccidioidomycosis. Tissue was stained with DAPI (A), labeled with anti-elastase antibody 

followed by FITC-conjugated secondary antibody (B) and anti-histone secondary antibody 

followed by Texas Red (C). In the last frame, the overlapping images (D).   

. 
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Figure 4: Confocal Microscopy from NETs induced by PMN incubation with P. brasiliensis for two 

hours (50:1 ratio). Cells were stained with DAPI (blue), anti-elastase ab (FITC-green) and anti-

histone ab (Texas Red-red). The image represents the overlay of the three stains. 
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Fig. 4 
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Fig. 5 A 
A 

Figures 5: Scanning electron microscopy from neutrophils challenged with P. brasiliensis (50:1 

ratio) in different periods of incubation showing NETs release. (A) PMNs  activated with PMA 

(100ng/mL).   (B) PMNs challenged with Pb 18 for one hour. 
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Fig. 5 

Figures 5: Scanning electron microscopy from neutrophils challenged with P. brasiliensis (50:1 

ratio) in different periods of incubation showing NETs release. (C) PMNs challenged with Pb 18 

for two hours. (D) PMNs challenged with Pb 18 and treated with DNAse (100U/mL). 
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Fig. 6A 

Figure 6A: Scanning electron microscopy from patients’ neutrophils challenged with Pb 18 

(50:1 ratio) 

 (50: 1 



 NETs e Paracoccidioidomicose 78 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6B: Scanning electron microscopy from patients’ neutrophils challenged with Pb 265 (50:1 

ratio). 

Fig. 6B 
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Figure 7: Quantification of NETs in vitro. Cells were stimulated with PMA and challenged with Pb 

18 and Pb 265. Supernatants were collected, and DNA were quantified by Picogreen dsDNA kit 

(p=0.0167). 

 

Fig. 7 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA 

PARTICIPAÇÃO EM PESQUISA 

 

Pacientes 

 

Eu,______________________________________________________________________, RG n 

____________________________, declaro que fui informado e esclarecido sobre o projeto de 

pesquisa “Identificação de NETs (neutrophil extracellular traps) em lesões tegumentares de 

pacientes com paracoccidioidomicose”. 

Fui informado que o referido projeto tem por finalidade esclarecer detalhes envolvidos quando da 

interação das minhas células de defesa com o fungo causador da minha doença, avaliando o papel de 

algumas substâncias que podem estimular as células humanas para a destruição do fungo. Fui 

informado que no caso da biópsia, que poderei ser submetido é de rotina quando ocorre o 

aparecimento de lesão. Fui informado também, que junto com a coleta de sangue para os exames, 

será retirado um pouco de sangue que deverá ser colocado em tubo estéril e heparinizado e 

enviado ao laboratório da disciplina de Patologia, onde será desenvolvido tal estudo. Portanto, 

nenhum ato a que serei submetido é diferente da rotina. Ficou claro para mim que o projeto de 

pesquisa não muda em nada o tratamento a que serei submetido e previsto para o meu caso e que o 

Departamento habitualmente pratica. 

Fui esclarecido que minha participação no referido projeto é voluntária e que dele posso não 

participar segundo minha vontade e dele me retirar sem que exista qualquer tipo de prejuízo para o 

meu tratamento e seguimento nesse serviço, ou no Departamento de Dermatologia, ou nesse 

Hospital. 

O trabalho será desenvolvido pela estudante de Pós-Graduação em Patologia Amanda Manoel Della 

Coletta, sob orientação da Prof. Dra. Luciane Alarcão Dias-Melicio do Departamento de Patologia da 

Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB). 

Fui esclarecido que qualquer dúvida que eu ou meus familiares diretos possam ter, posso procurar a 

pesquisadora responsável, no Depto. de Patologia desta Faculdade, no telefone e endereço 

relacionados abaixo. 

 

 

 

 

deppato@fmb.unesp.br 

Campus de Botucatu 
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Portanto, dou meu consentimento livre e esclarecido. 

Este termo será elaborado em duas vias, sendo uma para arquivo do pesquisador e outra para ser 

entregue ao participante da pesquisa. 

Qualquer dúvida adicional, você poderá entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa, 

através do fone: (14) 3811-6143. 

 

Botucatu,     de                      de                                                                            

 

 

                                              ________________________________________ 

Assinatura do Voluntário 

 

 

 

 

  

_________________________________ 

Amanda Manoel Della Coletta 

Aluna de Mestrado PG em Patologia 

Depto. de Patologia – FMB – UNESP – Botucatu 

 

 

 

_________________________________ 

Profa. Dra. Luciane Alarcão Dias-Melicio 

Orientadora 

Depto. de Patologia – FMB – UNESP – Botucatu 

 

 

Campus de Botucatu 

deppato@fmb.unesp.br 

Pesquisadora responsável: Profa. Dra. Luciane Alarcão Dias-Melicio 

Depto. de Patologia – FMB - UNESP - Botucatu-SP 

Telefone: 14-38116238  e-mail: ladiasmelicio@fmb.unesp.br 
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