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1- RESUMO  

BALDERRAMAS, H. A.     Receptores envolvidos na produção de citocinas e 
eicosanóides por monócitos e neutrófilos humanos em resposta ao 
Paracoccidioides brasiliensis. 2013. 104f. Tese (Doutorado) – Faculdade de 
Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2013. 

 

O Paracoccidioides brasiliensis é o agente etiológico da paracoccidioidomicose a 

micose sistêmica de maior prevalência na América Latina. Dentre os vários 

mecanismos da resposta inata contra esse fungo, os envolvendo as células 

fagocitárias desempenham papel central na contenção do processo infeccioso, 

com destaque para a participação na atividade fungicida e modulação da resposta 

inflamatória. As funções das células fagocitárias contra os diversos 

microrganismos, incluindo os fungos, são iniciadas a partir de mecanismos de 

ativação dessas células, gerados após o reconhecimento dos mesmos por 

receptores de reconhecimento de estruturas moleculares padrões (PRRs)  que 

reconhecem estruturas moleculares compartilhadas por determinados grupos de 

microrganismos, os chamados  padrões moleculares associados à patógenos 

(PAMPS). Nosso estudo objetivou estudar a participação dos receptores TLR2, 

TLR4, receptor de manose (MR) e dectina-1, na produção de citocinas pró e anti-

inflamatórias e dos eicosanóides PGE2 e LTB4, por monócitos e neutrófilos 

humanos em resposta a cepas de P. brasiliensis de alta (Pb18) e baixa virulência 

(Pb265). Verificamos que as duas cepas do fungo, mas principalmente a Pb265 

são capazes de induzir a produção de TNF- por monócitos.  TLR2 e TLR4 foram 

os receptores que se mostraram mais envolvidos nesse processo. 

Adicionalmente, mostramos a capacidade de essas células liberarem IL-12 em 

resposta ao fungo, sendo os maiores níveis detectados para a cepa Pb265 e 

ocorrendo um importante papel do TLR4 e MR. Altos níveis de IL-10 também 

foram detectados, principalmente em resposta à cepa Pb18 para a qual houve um 

envolvimento do TLR2 e do MR. Para a cepa 265, o receptor de maior 

envolvimento foi o TLR2.  As duas cepas, de forma semelhante, foram capazes 

de induzir uma maior produção de PGE2 e LTB4 pelos monócitos. No entanto, 

nenhum dos PRRs mostrou-se envolvido na produção dos mediadores.  Os 

neutrófilos não produziram TNF- em resposta ao fungo. Ao contrário, 
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detectamos concentrações significativas de IL-12, particularmente em resposta a 

Pb265 com uma importante participação do TLR2, dectina-1 e TLR4. Os 

neutrófilos ainda produziram IL-10 principalmente em relação à cepa mais 

virulenta e os receptores envolvidos na produção foram o MR e o TLR2 enquanto 

que na cepa 265 o receptor envolvido foi o TLR2.  Essas células ainda produziram 

PGE2 e LTB4 de forma semelhante, em resposta às duas cepas. Adicionalmente, 

embora não tenhamos evidenciado a participação de nenhum dos receptores na 

produção de LTB4, no caso da PGE2 ocorreu um claro envolvimento de MR e 

dectina-1. Em função dos estudos citados acima, podemos discutir que a ligação 

do fungo a um mesmo PRR durante a resposta imune inata, pode resultar na 

produção de citocinas tanto pró como anti-inflamatórias e consequentemente em 

ativação ou desativação das células fagocitárias, para que elas exerçam suas 

atividades antifúngicas.  Da mesma forma, essas células poderão exercer uma 

modulação positiva ou negativa sobre a resposta imune adaptativa subsequente. 

Acreditamos que na dependência da cepa que está entrando em contato com 

esse receptor, envolvendo concentrações diferentes de PAMPS, pode ocorrer a 

produção de um ou outro tipo de citocina e consequentemente, em modulação 

positiva ou negativa da resposta imune inata e adaptativa.   

 

 

Palavras-chave: Citocinas; Eicosanóides; Paracoccidioides brasiliensis; 
Receptores celulares. 
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2. ABSTRACT 
 
BALDERRAMAS, H. A. Receptors involved in the release of cytokines and 
eicosanoids by human neutrophils and monocytes in response to 
Paracoccidioides brasiliensis. 2013. 104f. Thesis (Ph.D.) - Botucatu School of 
Medicine, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2013. 
 

 

Paracoccidioides brasiliensis is the etiological agent of paracoccidiodomycosis, 

the most prevalent deep mycosis in Latin America. During the innate immune 

response of the host against this fungus, phagocytic cells play an essential role, 

highlighting their participation in fungicidal activity and modulation of the 

inflammatory response.  The functions of phagocytic cells against various 

microorganisms, including fungi, are initiated by the recognition of patterns 

molecular structures, shared by a group of microorganisms, called pathogen-

associated molecular patterns (PAMPs), by pattern  recognizing  receptors (PRRs) 

expressed by these cells. In this study, we assessed  the  involvement of the 

PRRs : TLR2, TLR4,  mannose receptor (MR) and dectin-1, in the production of  

pró and anti-inflammatory cytokines  and the eicosanoid PGE2 and LTB4, by 

human  monocytes and  neutrophils in response to high- (Pb18) and a low- 

(Pb265) virulence strain of P. brasiliensis. We showed that  monocytes produce  

TNF-alpha and IL-12  in response to both strains, but with higher levels  to Pb 265. 

TLR2 and TLR4 were the main receptors involved in TNF-alpha production, while 

for IL-12, the participation of TLR4 and MR was detected. High levels of IL-10 

were also observed, mainly in response to Pb18, with involvement of TLR2 and 

MR. For Pb265, the receptor responsible was TLR2. Boths strains were able to 

induce PGE2 and LTB4 by monocytes. However, none of 

the studied receptors was shown to be involved in this production. Neutrophils did 

not produce TNF-alpha in response to both strains. On the other hand, these cells 

produce IL-12, mainly in response to Pb265, with participation of TLR2, dectin-1 

and TLR4. These cells also produce L-10, whose levels were higher for Pb18 with 

involvement of TLR2 and MR and only TLR2 for Pb265. The production of PGE2 

and LTB4 was also detected for these cells, similarly for the two strains.  For PGE2, 

it was clear that MR and dectin-1 were involved, while in relation to LTB4, none of 

the receptors seems to participate.  In  light of our findings, we can  discuss  that 
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fungus binding to a particular  PRR during the innate immune response, can  

result in the production of both, pró and anti- inflammatory cytokines and 

consequently in activation or deactivation of the phagocytic cells, with respect to  

their antifungal activities. Likewise, these cells may exert positive or negative 

modulation on the subsequent adaptive immune response. We are considering 

that, depending on the strain that comes in contact with the receptor, involving 

different concentrations of PAMPs, either or other type of cytokine will be 

produced, resulting in positive or negative modulation of innate and adaptative 

immune response.  

 
 

 

Keywords: Cytokines; Eicosanoids; Paracoccidioides brasiliensis; Cellular 
receptors. 
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1. Introdução  

 

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistêmica que se manifesta 

endemicamente na maioria dos países da América Latina, especialmente Brasil, 

Argentina, Colômbia e Venezuela. Seu agente etiológico, o Paracoccidioides 

brasiliensis, é um fungo imperfeito e dimórfico, que se apresenta sob a forma de 

levedura in vivo e quando cultivado a 37ºC em meios de cultura enriquecidos, e 

na forma de micélio à temperatura ambiente com variação de 4 a 28ºC  (Restrepo 

& Tobón, 2005). 

Acredita-se que os agentes infectantes do P. brasiliensis sejam propágulos 

micelianos provavelmente presentes no solo, na água e nas plantas que penetram 

no hospedeiro pelas vias aéreas, atingindo primeiramente os pulmões, 

provocando um complexo primário pulmonar. Esse processo pode evoluir para a 

cura ou tornar-se latente caracterizando a paracoccidioidomicose-infecção (PI), 

identificada pela ausência de sinais ou sintomas clínicos, mas desenvolvimento 

de uma resposta imune específica, que pode ser evidenciada pelo teste 

intradérmico com paracoccidioidina (Oliveira, 2002). Ao contrário, o processo 

pode progredir para a paracoccidioidomicose-doença com consequente 

disseminação para outros órgãos como fígado, baço e adrenais, pela via linfo-

hematogênica (Franco et al., 1987). As manifestações clínicas da micose podem 

ser agrupadas em dois padrões que definem as formas aguda (FJ) e crônica (FA) 

da doença. A FJ é habitualmente grave, de evolução rápida e compromete o 

sistema fagocítico mononuclear (baço, fígado, linfonodos e medula óssea). A FA 

tem duração prolongada, instalação lenta e gradual e as lesões permanecem 

localizadas ou envolvem mais de um órgão ou sistema (Franco et al., 1993; 

Mendes, 1994). 

O estabelecimento da PI ou paracoccidioidomicose-doença nas suas 

formas mais ou menos graves depende principalmente das complexas interações 

parasita/hospedeiro que podem resultar em uma resposta imune mais ou menos 

eficaz por parte deste último. Neste contexto, muitos estudos clínicos e 

experimentais realizados com o objetivo de caracterizar a resposta imune do 

hospedeiro infectado mostraram uma importante participação tanto da resposta 

imune inata como especifica (Benard, 2008; Calich et al., 2008).  
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Dentre os vários mecanismos da resposta inata contra fungos, os 

envolvendo as células fagocitárias desempenham papel central, com destaque 

para a participação na atividade fungicida e modulação da resposta inflamatória. 

Estas funções são iniciadas a partir de mecanismos de ativação dessas células, 

gerados após o reconhecimento desses microrganismos. Esse processo envolve 

um conjunto de receptores chamados de receptores de reconhecimento de 

estruturas moleculares padrões (PRRs) que reconhecem estruturas moleculares 

compartilhadas por um grande número de microrganismos, também conhecidas 

como padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), Componentes 

estruturais altamente conservados presentes na parede das células fúngicas 

como β-glucanas, quitina e mananas são críticos para o crescimento e a 

sobrevivência dos fungos e constituem PAMPs ideais, reconhecidos por PRRS 

expressos em fagócitos e células dendríticas (DC).  Estes incluem principalmente 

os receptores do tipo Toll (TLRs) e os receptores de lectinas do tipo C. Considera-

se que na dependência do PRR que serve como ligante para as várias estruturas 

fúngicas, vias sinalizadoras distintas podem ser desencadeadas influenciando 

sobremaneira a resposta do hospedeiro infectado, que pode ser de padrão tanto 

pró como antiinflamatório (Romani et al., 2004).   

Estudos têm demonstrado um importante envolvimento dos TLRs no 

reconhecimento de fungos como Cândida albicans, Aspergillus fumigatus, 

Coccidioides posadasii, Cryptococcus neoformans e P. brasiliensis  (Shoham et 

al., 2001; Netea et al., 2002; Bellocchio et al., 2004; Yauch et al., 2004; 

Viriyakosol et al., 2005; Nakamura et al., 2006; Calich et al., 2008). Os primeiros 

trabalhos foram realizados com C. albicans e os resultados têm se mostrado 

discrepantes. Netea et al. (2006), mostraram que o TLR4 desempenha um 

importante papel na proteção de camundongos contra a candidíase disseminada. 

Esse processo envolve a participação desse receptor na produção de quimiocinas 

como KC e MIP-2 importantes para o influxo de neutrófilos. Por outro lado, não 

houve uma associação entre esses receptores e produção de citocinas pró-

inflamatórias como o TNF-, IL-1 e IL-1, assim como com os mecanismos 

envolvidos na morte fúngica, como produção de óxido nítrico (NO) e ânion 

superóxido. Outros autores mostraram o não envolvimento do TLR4 na 

resistência à infecção por Candida, uma vez que camundongos deficientes na 
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expressão desse receptor apresentaram taxas de sobrevida semelhantes aos 

camundongos controles e foram capazes de montar uma resposta do tipo Th1 

contra esse microrganismo (Netea et al., 2002; Murciano et al., 2006). Os 

resultados também se apresentam discrepantes em relação ao papel do TLR2. 

Villamón et al. (2004) observaram que camundongos deficientes de TLR2, 

experimentalmente infectados por C. albicans, apresentaram menor sobrevida 

quando comparados a animais controle, concluindo que a expressão desse 

receptor é crucial para a proteção dos camundongos contra candidíase 

disseminada. A produção in vitro de TNF- e MIP-2 por macrófagos de 

camundongos TLR2-/-, em resposta a C. albicans, foi significativamente inibida 

nesses animais o que poderia contribuir para a diminuição do recrutamento de 

neutrófilos para o sítio de infecção. No entanto, a fagocitose das leveduras e 

produção de reativos intermediários do oxigênio (ROIS) não foi afetada nos 

camundongos TLR2-/-. Em outro estudo, esses mesmos autores observaram que 

no início da infecção por C. albicans, a produção de citocinas como TNF-, IL-12 

e IFN-, foi significativamente inibida nos camundongos deficientes de TLR2 

(Villamón et al., 2004).  

Outros estudos mostraram que animais TLR2-/- são mais resistentes a 

candidíase disseminada do que animais normais, sendo esse processo, 

associado a um aumento da quimiotaxia e capacidade fungicida dos macrófagos. 

Os autores não encontraram diferenças quanto à produção de TNF-, IL-1 e IL-6, 

porém, a produção de IL-10 foi fortemente inibida nos animais TLR2-/-, achado 

que esteve associado com a diminuição de células T regulatórias CD4+ CD25+ 

(Treg).  Os autores concluíram que a C. albicans escapa das defesas do 

hospedeiro através de sinais mediados pelo TLR2 (Netea et al., 2002). Enquanto 

os resultados em relação à participação de TLR2 e TLR4 nos mecanismos de 

resistência ou suscetibilidade à infecção com C. albicans são ainda conflitantes, o 

envolvimento das moléculas MyD88 nos mecanismos de proteção contra esse 

fungo encontra um grande suporte na literatura (Villamón et al., 2004, Marr et al., 

2003). Resultados conflitantes também tem sido observados em relação à 

participação dos TRLs na infecção por C. neoformans e A. fumigatus. Estudos 

têm mostrado que a glicuronoxilomanana (GXM) o principal componente da 

cápsula do C. neoformans liga-se às células via CD14 e TLR4. No entanto, esse 
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processo resulta em uma ativação incompleta dessas células, com consequente 

produção inadequada de TNF- (Shoham et al., 2001). Outros estudos 

mostraram que MyD88 e TLR2, mas não TLR4 estão envolvidos na proteção 

contra o C. neoformans (Yauch et al., 2004). Esses mesmos autores 

demonstraram que embora a GXM seja um ligante importante para TLR2, TLR4 e 

CD14, esses receptores tem uma participação mínima na resposta a infecção 

pelo C. neoformans, em relação ao importante papel desempenhado pela 

molécula MyD88. Corroborando com esses dados, estudos posteriores 

(Nakamura et al., 2006) mostraram que tanto o TLR2 como o TLR4  contribuem 

de forma bastante discreta para os mecanismos de proteção do hospedeiro 

contra esse fungo.  

Outros estudos têm mostrado que CD14 e TLR4 desempenham um 

importante papel no reconhecimento de hifas do fungo A. fumigatus assim como 

no processo de sinalização para a produção de TNF-, por monócitos (Wang et 

al., 2001). Antígenos de A. fumigatus induzem a ativação de células dendríticas 

imaturas humanas e polimorfunucleares (PMN), via TLR2 e TLR4 (Braedel et al., 

2004, Meier et al., 2003). De forma semelhante, tanto conídios, como hifas do 

fungo induzem a translocação do NF-kB liberando citocinas pró-inflamatórias 

como TNF- e MIP-2  via ligação tanto a TLR2 como TLR4 (Meier et al., 2003). 

Por outro lado, outras pesquisas mostraram que o fungo estimula as defesas 

inatas do hospedeiro por mecanismos independentes de TLR2 e TLR4 

(Dubordeau et al., 2006). Netea et al (2003), demonstraram que tanto conídios e 

hifas de A. fumigatus são capazes de estimular a produção de citocinas via TLR2, 

enquanto que somente o conídio estimula as células via TLR4, resultando em 

uma importante produção de IL-10, processo que sugere um mecanismo de 

escape do fungo. 

 Ao lado dos TLRs, os receptores do tipo lectinas como o DC-Sign 

(“Dendritic cell-specific intercelullar adhesion molecule-3-grabbing nonintegrin”) o 

receptor de manose (MR) e dectina-1 são potencialmente importantes no 

reconhecimento e funções das células fagocitárias em resposta aos fungos, uma 

vez que reconhecem carboidratos e glicoproteinas, moléculas altamente 

presentes nas superfícies desses microrganismos (Robinson et al., 2006). Dentre 

~ Introdução ~ 



 
 

24 

esses PRRs, destaca-se o dectina-1, com importante papel no reconhecimento de 

β−glucanas e consequentemente na resposta imunológica a infecções fúngicas 

(Dennehy e Brown, 2007). 

Diversos estudos demonstram que o dectina-1 é importante na resposta a 

fungos mediada por macrófagos, células dendríticas e neutrófilos (Goodridge et 

al., 2007; Kennedy et al., 2007). Estudos pioneiros mostraram que o dectina-1 

está envolvido na resposta pró-inflamatória de macrófagos alveolares ao A. 

fumigatus (Steele et al., 2005). 

Estudos posteriores mostraram o papel fundamental desse receptor no 

reconhecimento de -glucanas de C. albicans, com consequente desenvolvimento 

de uma resposta inflamatória e restrição da disseminação fúngica (Taylor et al., 

2007).   

Outros trabalhos mostraram que o reconhecimento de PAMPS fúngicos 

pode envolver a interação de dectina-1 com TLRs. Nesse sentido dectina-1 

interage com TLR2 para induzir maior liberação de citocinas por macrófagos e 

células dendríticas (Gantner et al., 2003, Dennehy et al., 2007). Netea et al., 

(2006), mostraram que C. albicans induz a produção de citocinas por monócitos e 

macrófagos através da ligação a diferentes tipos de receptores cada um 

reconhecendo uma das estruturas que forma as paredes das células fúngicas. 

Polímeros do tipo manana são reconhecidos por receptores de manose, e -

glucanas por dectina-1 e TLR2, demonstrando que a colaboração no 

reconhecimento de componentes fúngicos distintos por diferentes classes de 

receptores da resposta imune inata é crucial para o desenvolvimento da resposta 

inflamatória.  

Outros estudos demonstraram que a forma de levedura ativa células 

fagocíticas por meio da combinação de TLR2 e dectina-1, levando ao aumento da 

ativação de fatores de transcrição como o NFκB e a produção de citocinas pró-

inflamatórias, importantes para o controle da infecção. Por outro lado, as formas 

filamentosas não interagem com o dectina-1, ativam as células apenas via TLR2, 

induzindo um estado de supressão da resposta inflamatória, que leva a um não 

controle da infecção (Heinsbroek et al., 2005). Estudos in vitro mostraram que o 

reconhecimento da C. albicans pelas células dendríticas via dectina-1 pode 
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resultar na ativação de células Th17 com alto potencial inflamatório (Leibundgut-

Landmann et al., 2007). 

O papel dos PRRs, particularmente os TLRs, nos mecanismos de 

resistência e ou susceptibilidade a infecção por P. brasiliensis também tem sido 

investigado. Calich et al. (2008), usando camundongos TLR4 deficientes e 

nocautes para TLR2 mostraram que tanto o TLR2 como o TLR4 estão envolvidos 

no reconhecimento do fungo. Esse reconhecimento resulta em um aumento da 

capacidade fagocítica com infecção de macrófagos e secreção de NO.  No 

entanto, esse processo parece não levar a uma eficiente atividade macrofágica e 

diminuição significativa da carga fúngica, pois tanto animais normais quanto os 

deficientes apresentaram a mesma taxa de sobrevida à infecção. Animais 

nocautes para a molécula MyD88 apresentaram uma taxa de sobrevida 

significativamente menor quando comparada a dos animais normais não 

nocauteados. Em conjunto, os resultados mostram uma importância das 

moléculas MyD88 no processo de ativação das células fagocitárias que culmina 

com maior destruição fúngica e consequentemente maior resistência à infecção e 

que, ao contrário, o TLR4 e TLR2 parecem estar envolvidos nos mecanismos de 

virulência do fungo. Nesse sentido, Ferreira et al. (2007) relatam que em animais 

suscetíveis, a diferenciação de células dendríticas regulatórias que secretam altas 

concentrações de IL-10 e baixas de IL-12 ocorrem via ativação de TLR2 e 

receptores do tipo dectina.  

Em relação às moléculas MyD88, resultados diferentes foram detectados 

por Gonzalez et al. (2008), uma vez que camundongos nocauteados para a 

expressão dessa molécula apresentaram a mesma carga fúngica, assim como, 

igual capacidade de liberarem citocinas pró-inflamatórias, levando a conclusão de 

que essa molécula não é essencial para os envios dos sinais celulares que 

culminam com maior destruição fúngica e consequente proteção contra a 

infecção. Em outros estudos, (Loures et al., 2009) mostraram que o TLR2 

desempenha um papel protetor durante a infecção pulmonar com o P. brasiliensis, 

uma vez que esse receptor controla negativamente a resposta inflamatória 

exacerbada mediada por Th17,  altamente deletéria ao tecido pulmonar. Da 

mesma forma, mecanismos sinalizadores iniciados por TLR4 também levam a 
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infecção pulmonar severa associada com resposta pró-inflamatória induzida por 

Th17 associada à diminuição de células Treg (Loures et al., 2010). 

 Em relação ao envolvimento desses receptores na ativação de células 

humanas, Bonfim et al. (2009) avaliaram a expressão de TLR2 e TLR4 em 

monócitos e neutrófilos de indivíduos saudáveis após estimulação de células 

leveduriformes de P. brasiliensis, e sugeriram a participação de ambos os 

receptores no reconhecimento, internalização e conseqüente ativação da 

resposta imune contra o fungo.   

Estudos em nosso laboratório, avaliando o papel dos receptores TLRs, na 

atividade de neutrófilos humanos desafiados com a cepa 18 de P. brasiliensis 

sugerem que a interação do fungo com os receptores TLR2 e TLR4 pode ser 

considerada um mecanismo de patogenicidade, uma vez que esse fungo usa o 

TLR2 e principalmente o TLR4 para a sua entrada nas células e escapar das suas 

funções efetoras, através da produção de IL-8 e IL-10 (Acorci-Valério et al., 2010). 

Nakaira-Takahagi et al. (2010) mostraram que tanto o fungo, como a gp43, seu 

principal antígeno, são capazes de modular a expressão de TLR2 e TLR4 e 

consequente produção de citocinas pró e antiinflamatórias por monócitos 

humanos. 

 A análise dos trabalhos acima revela a necessidade de ampliar os estudos 

sobre a participação do PRRs na resposta das células fagocitárias humanas ao P. 

brasiliensis, particularmente no que se refere à participação dos receptores do 

tipo não TLR, com enfoque para a modulação da resposta inflamatória via 

citocinas.  

 Por outro lado, estudos nos últimos anos têm mostrado a participação dos 

PRRs na cascata de ativação do ácido araquidônico (AA) que resulta na liberação 

de eicosanóides, que da mesma forma que as citocinas, são potentes 

moduladores da resposta imune inata e adaptativa (Alvarez et al. 2010) 

Eicosanóides são lipídios biologicamente ativos derivados da oxidação do 

AA, que por sua vez, se originam de fosfolipídios da membrana celular, através da 

ação de enzimas denominadas fosfolipases (PLs), especificamente a fosfolipase 

A2 (cPLA2). Em seguida o AA é metabolizado pela ação de diferentes enzimas 

dando origem às prostaglandinas (PGs) e aos leucotrienos (LTs) (Smith & Dewitt 

1996).  
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As PGs são produzidas via ação da enzima prostaglandina G/H sintase 

(ciclooxigenase), originando um precursor comum, a prostaglandina H (PGH), que 

serve como substrato para um número de diferentes hidrolases e sintases 

específicas que produzem as diferentes classes de prostaglandinas (PGD2, PGE2 

e PGF2) e tromboxanas (Flynn 1995, Marks 1999). Na resposta imune, as PGs, 

particularmente as PGE2, exercem diversos efeitos sobre a regulação e atividade 

das células T, principalmente em relação à produção de citocinas. Embora 

existam trabalhos mostrando que a PGE2 aumenta a síntese de INF- por células 

Th1 estimuladas por antígenos (Bloom et al., 1999), seu efeito preponderante 

sobre as células parece ser o de supressão. Esse mediador inibe de uma forma 

bastante acentuada, a produção de citocinas liberadas por Th1, como IFN- e IL-

12, mas aumenta a produção de citocinas de padrão de resposta Th2, como a IL-

4, IL-5 e IL-10 (Hilkens et al., 1996; Phipps et al., 1991). Inibe a proliferação das 

células CD8
+ (Hendricks et al., 2000) e diminui a produção de IFN- por essas 

células (Ganapathy et al., 2000) e regula de forma bastante acentuada, a 

produção de citocinas por macrófagos ativados, inibindo a produção de TNF-, IL-

1β e IL-12, assim como a expressão de receptores para essas citocinas, 

aumentando, no entanto, a produção de IL-10 (Gazzinelli et al., 1992a; Gazzinelli 

et al.,1992b). 

A PGE2 exerce também um importante efeito sobre células apresentadoras 

de antígenos (APC), como células dendríticas e macrófagos. Em relação as 

primeiras, os resultados são conflitantes uma vez que, trabalhos têm demonstrado 

que esse mediador aumenta a produção de IL-12 por essas células na ausência 

de estimulação por LPS (Reiser et al., 1997). No entanto, inibe a produção de IL-

12 por células dendríticas da medula óssea (Harizi et al., 2001) e aumenta a 

produção de IL-10 (Kalinski et al., 1997). Assim, a presença de PGE2 no primeiro 

contato das células TCD4
+ com o antígeno induz a diferenciação dessas células 

em Th2. Atua ainda sobre células NK, inibindo a produção de INF-, induzida por 

IL-12 e IL-18 (Walker e Rotondo, 2004). 

Os efeitos das PGs citados acima, particularmente os que demonstram 

uma inibição da atividade de células T, têm levado os pesquisadores a investigar 

o papel desse mediador nos mecanismos de imunossupressão detectados em 

algumas infecções. Nesse sentido, Schleifer & Mansfield (1993) demonstraram 
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que a ativação de macrófagos durante a infecção por Trypanossoma brucei 

rhodesiense leva à liberação de NO e PG que inibem a resposta proliferativa de 

células T. De forma semelhante, Pinge-Filho et al. (1999), demonstraram que 

grandes quantidades de PGE2, TNF- e NO são produzidas durante a infecção 

por T. cruzi e que esses mediadores estão envolvidos no controle das respostas 

linfoproliferativa e produção de citocinas na infecção por esse microrganismo. 

Assim, o TNF- estimula a síntese de PG e NO que inibem a síntese de TNF-. A 

inibição combinada de PG e NO restaura a capacidade proliferativa das células 

em resposta a concanavalina-A e antígenos. 

Barros-Mazon et al. (2004), demonstraram que existe uma regulação 

diferenciada da resposta linfoproliferativa a antígenos do T. cruzi em pacientes 

com a forma cardíaca ou indeterminada da doença de Chagas. A IL-10 está 

envolvida na supressão da resposta em pacientes com a forma cardíaca, 

enquanto que as PGs regulam a linfoproliferação celular tanto de pacientes com 

forma cardíaca, como com a forma indeterminada da doença. 

Estudos em modelo experimental murino de tuberculose demonstraram 

uma participação significativa da PGE2 na patogênese da tuberculose pulmonar, 

uma vez que durante a fase inicial da infecção, foram detectadas baixas 

concentrações de PGE2 associadas à expressão da enzima óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS), permitindo o controle do crescimento do bacilo. Já, durante uma 

fase mais tardia da infecção, altas concentrações de PGE2 estiveram associadas 

com a diminuição da expressão de IFN-, TNF-, iNOS e alta expressão de IL-4, 

permitindo a progressão da doença (Moreno et al., 2002). 

Estudos semelhantes aos descritos acima foram realizados em modelo 

experimental de PCM (Michelin et al., 2002). Os autores demonstraram que 

durante a infecção ocorre uma grande liberação de PGE2 que medeia à 

imunossupressão em fases precoces da infecção por um mecanismo dependente 

de IL-4 e IL-10. 

Os leucotrienos (LTs) são mediadores lipídicos derivados do metabolismo 

do AA, através da ação da enzima 5-lipoxigenase (5-LO), formados a partir de um 

hidroperóxido (5-HPETE) que é transformado em leucotrieno A4 (LTA4) (Peters-

Golden & Coffey, 1998). O LTA4, por sua vez é instável e pode sofrer hidrólise 

enzimática gerando leucotrieno B4 (LTB4) ou então receber um resíduo de 
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glutationa gerando o leucotrieno C4 (LTC4). A retirada enzimática do ácido 

glutâmico do LTC4 dá origem ao leucotrieno D4 (LTD4) e com a retirada da glicina 

do LTD4 forma-se o leucotrieno E4 (LTE4) (Peters-Golden & Coffey, 1998). 

O LTB4 estimula várias funções de leucócitos, incluindo a fagocitose 

(Mancuso et al., 1998), secreção de espécies reativas do oxigênio (Bjerrum & 

Borregaard, 1989; Lafars et al., 1999;) e do nitrogênio (Talvani et al., 2002; Larfars 

et al., 1999), liberação de enzimas lisossomais (Serhan et al., 1996; Ito et al., 

2002) e de defensinas (Flamand et al., 2004). 

Estas ações na ativação celular e regulação da atividade microbicida de 

fagócitos sugerem a importância dos LTs na proteção do hospedeiro contra 

diferentes agentes infecciosos. Assim, alguns autores demonstraram que o 

aumento na produção de LTs em macrófagos de camundongos infectados por 

Klebsiella pneumonia, está diretamente relacionado à capacidade microbicida e 

ativação da enzima NADPH oxidase (Bailie et al., 1996; Serezani et al., 2005).  

Talvani et al. (2002) descreveram que a adição de LTs nas culturas de 

macrófagos peritoneais murinos, induzem produção de NO, aumento da síntese 

de TNF- e da atividade microbicida contra o T. cruzi. Camundongos resistentes à 

Leishmania amazonensis também produzem maiores níveis de LTB4 quando 

comparados a cultura de células dos animais suscetíveis que não produzem LTB4 

e não desenvolvem atividade microbicida (Serezani et al., 2006). Peres et al. 

(2007) mostraram o papel dos LTs na regulação da resposta protetora Th1 na 

infecção in vivo com M. tuberculosis, demonstrando que esses mediadores tem 

papel protetor na resposta do hospedeiro, aumentando a atividade 

micobactericida. Coffey et al. (2004) observaram que a síntese de LT endógeno 

por PMNs tem um importante papel na capacidade bactericida destas células. 

Em relação a infecções fúngicas, estudos têm mostrado o papel protetor 

dos leucotrienos na histoplasmose pulmonar murina (Medeiros et al., 2004). Na 

PCM, estudos demonstraram que a infecção in vitro ou in vivo com o P. 

brasiliensis induz a produção de LTs. Nesse estudo, camundongos susceptíveis 

(B10.A) apresentam maiores níveis de LTs nos pulmões bem como aumento da 

infecção, quando comparados com os animais resistentes. Além disso, foi 

avaliado o efeito do inibidor de LTs (MK-0591) na infecção in vitro e in vivo com o 

P. brasiliensis. O tratamento de macrófagos alveolares com MK-0591 reduziu 
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significantemente a recuperação de células leveduriformes do fungo; por outro 

lado, o tratamento in vivo dos animais com MK-0591 não alterou a severidade da 

PCM pulmonar. Assim, os autores sugerem que os LTs atuam na resposta de 

macrófagos após a interação com o fungo, como importante modulador da 

resposta destas células (Ribeiro & Calich, 2005). 

Como já citado, há grandes evidências que a liberação de AA e a produção 

sequencial de eicosanóides são resultados da ligação de PRRs com seus 

respectivos ligantes. Nesse sentido, estudos têm mostrado que os principais 

PRRS envolvidos no metabolismo do AA em neutrófilos e macrófagos são o 

dectina-1, o receptor do “tipo 3” do sistema complemento (CR3), o receptor para 

manose (MR) , o  para a fração Fc de IgG (FcR) e os receptores acoplados a 

proteína G (GPCR), enquanto  que para células dendríticas, os principais 

receptores são dectina-1 e DC-SIGN (Alvarez et al., 2010) 

Nesse sentido (Valera et al. 2007) observou que células PMN humanas 

estimuladas com polímeros de mananas e peptideoglicano (PNG) (polímero 

característico da parede celular de bactérias Gram + e Gram -) estimulou alta 

liberação de AA e consequente produção de LTB4 e PGE2. A pré-incubação 

dessas células com anticorpo monoclonal anti-TLR2 não alterou a produção de 

eicosanóides sugerindo que esse receptor não está envolvido na resposta ao 

PNG.  

Suram et al. (2010) buscando identificar os receptores de macrófagos 

murinos que se ligam a C. albicans e que medeiam a ativação do grupo IV-A da 

fosfolipase A2 citósólica, verificou que  os receptores dectina-1, e a  molécula 

adaptadora MyD88 regulam o início da liberação de AA e eicosanóides em 

resposta a C. albicans. Os resultados também implicam a influência do dectina-2 

na ativação da cPLA2. 

Nos últimos anos, estudos em nosso laboratório têm objetivado avaliar o 

papel de eicosanóides sobre a atividade das células fagocitárias em resposta ao 

P. brasiliensis. Os resultados mostraram que o P. brasiliensis induz monócitos 

humanos a produzirem PGs que de uma forma autócrina inibem a atividade 

fungicida dessas células. O mecanismo de ação das PGs envolve diminuição da 

produção de TNF- pelas células, com consequente redução dos níveis de H2O2, 

o metabólito envolvido na destruição do fungo por monócitos humanos. Por outro 
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lado, estudos preliminares em nosso laboratório, mostraram que o fungo induz a 

produção de LTs que, ao contrário das PGs, modulam positivamente a atividade 

fungicida de monócitos humanos. Esses resultados deixam clara a necessidade 

de aprofundarmos nossos estudos no sentido de entender os mecanismos 

moleculares envolvidos na ativação do metabolismo do acido araquidônico pelas 

células fagocitárias em resposta ao P. brasiliensis. Nesse sentido, torna-se 

extremamente importante a identificação dos PRRS envolvidos na ativação do 

metabolismo do AA em células fagocitárias e consequente produção de PGs e 

LTs em resposta a esse fungo. 
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4. Objetivo  

 

Avaliar a participação dos receptores TLR2, receptor de manose (MR), 

dectina-1 e TLR4, na produção de citocinas pró e antiinflamatórias e dos 

eicosanóides PGE2 e LTB4, por neutrófilos e monócitos humanos em resposta a 

cepas de P. brasiliensis de alta e baixa virulência. 
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5. Casuística e Métodos 

 

5.1 Casuística. 

 

Foram avaliadas células de indivíduos saudáveis, doadores de sangue do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. O 

consentimento dos indivíduos para participação no presente trabalho foi obtido 

após informação e esclarecimento sobre os objetivos da pesquisa e assinatura do 

formulário de consentimento, tendo aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 

da Faculdade de Medicina de Botucatu (Of. 315/11-CEP). 

 

 

5.2 Culturas de monócitos e neutrófilos do sangue periférico. 

 

Foram coletados 20ml de sangue periférico por indivíduo em tubos estéreis 

contendo 10U/ml de heparina (Liquemine-Roche). As células foram obtidas por 

meio da centrifugação dos tubos em gradiente de Histopaque (Sigma-Aldrich), 

densidades 1083 e 1119 g/mL a 360g, 21ºC, por 30 minutos.  Os anéis ricos em 

células mononucleares ou polimorfonucleares foram coletados separadamente, 

lavados e ressuspensos em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) 

suplementado com 2 mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich), 40 g/ml de 

gentamicina e 10% de soro heterólogo inativado (Meio de Cultura de Células 

Completo: MCCC). A contagem, identificação e viabilidade dos neutrófilos foi 

realizada através da coloração em azul tripan e a dos monócitos através da 

incorporação pelo vermelho neutro. Em seguida, a concentração foi ajustada para 

1x106 neutrófilos ou monócitos/ml de MCCC, plaqueada em placas de 

macroculturas de fundo chato de 24 orifícios (1000l/orifício) seguida de 

incubação em tensão de 5% de CO2 e a 37C com diferentes bloqueios e/ou 

estímulos, na dependência do ensaio a ser realizado. Em relação as culturas de 

monócitos, após duas horas de incubação com MCCC e antes do tratamento com 

os bloqueios e estímulos, as células não aderentes foram retiradas.  
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5.3- Culturas de P. brasiliensis 

 

 Foram utilizadas as cepas 18 e 265 de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265) 

mantidas em nosso laboratório através de cultivo em meio GPY, (2% glicose, 1% 

peptona e 0,5% extrato de levedura) à 37°C, em tubos de 20 x 20 mm, com 

subcultivos semanais.  

 

 

5.4- Obtenção da suspensão de P. brasiliensis inativados  

 

Culturas de  Pb 18 ou 265 cultivadas de acordo com o item 5.3 por um 

período de 5 ou 6 dias foram  coletadas da superfície de cultivo com auxílio de 

alça de platina e transferidas para tubos estéreis contendo pérolas de vidro de 4 

mm de diâmetro e aproximadamente 10 ml de meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), e 

homogeneizadas em agitador de tubos tipo Vortex por 30 segundos. Em seguida, 

as suspensões celulares foram mantidas a 37° C durante 5 minutos para 

sedimentação de grumos não desfeitos durante a agitação. Após este período, o 

sobrenadante dessa suspensão foi coletado sendo utilizada uma alíquota para 

contagem em câmara hemocitométrica tipo Neubauer em microscópio com 

contraste de fase, seguido do ajuste da concentração para 4x104 células 

leveduriformes/ml. Após o ajuste, a suspensão fungica foi colocada em tubos do 

tipo strip, hermeticamente fechados, e submetida a ciclos de aquecimento em 

termociclador (três ciclos de aquecimento que iniciaram na temperatura de 25ºC e 

chegaram a um pico de 60°C, permanecendo por três minutos, antes de regressar 

a temperatura inicial para o início de um novo ciclo).  

Esse procedimento foi adotado, pois em trabalhos anteriores desenvolvidos 

em nosso laboratório, comprovamos a capacidade de cepas vivas de P. 

brasiliensis produzirem eicosanoides, fato esse que poderia comprometer a 

análise dos ensaios relativos à produção de eicosanoides somente pelas células. 
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5.5. Cinética da expressão de receptores constitutivos de monócitos e 

neutrófilos. 

 

As culturas de monócitos e neutrófilos obtidas de acordo com o item 5.2 

foram incubadas somente com MCCC nos períodos de 2, 4, 8, 12, 18 horas e 

avaliadas quanto à expressão dos receptores TLR2, MR, Dectina-1 e TLR4. Após 

os períodos respectivos, as células foram transferidas para tubos Falcon 

específicos para citômetro (BD Labware) e centrifugadas a 350g por 10 minutos à 

4ºC. Após centrifugação, o sobrenadante foi descartado e as células foram 

ressuspendidas em 1mL de solução eletrolítica (ISOTON) e incubadas com 

anticorpos monoclonais anti-TLR2 (Biolegend) conjugado com isotiocianato de 

fluoresceina (FITC), anti-MR (Biolegend)  conjugado com aloficocianina (APC*), 

anti-Dectina-1 (R&D Systems) conjugado com ficoeritrina (PE) e anti-TLR4 

(Biolegend) conjugado com PE, durante 30 minutos. Para cada teste foi feito um 

tubo controle no qual as células foram incubadas com anticorpos de controle 

isotípico marcados com os respectivos fluorocromos dos testes. As células foram 

centrifugadas por 10 minutos a 350g para lavagem e ressuspensas em 1mL de 

ISOTON e fixadas com 50L de solução de fixação contendo 5% de formaldeído 

(BD - Becton, Dickinson and Company) e analisadas por citometria de fluxo 

(FACSCalibur BD - Becton Dickinson USA), por meio de software específico 

(CellQuest - Becton Dickinson USA) para adquirir e analisar multiparâmetros 

celulares. 

 

 

5.6 Avaliação da efetividade dos bloqueios dos receptores TLR2, MR, 

dectina-1 e TLR4 por citometria de fluxo. 

 

As culturas de monócitos e neutrófilos obtidas de acordo com o item 5.2 

foram incubadas em tensão de 5% CO2 a 37°C por 12 horas, antes do início da 

verificação de efetividade dos bloqueios dos receptores. Após esse período foi 

adicionado às culturas os anticorpos monoclonais (exceto aos poços destinados 

ao controle positivo) anti-TLR2, anti-MR e anti-Dectina-1 em variadas 

concentrações (1, 2, 3 e 4ug/106 células para anti-TLR2, 0.5, 1, 3 e 4ug/106 
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células para anti-MR e 1.5, 2, 3 e 4ug/106 células para anti-dectina-1). Após a 

adição dos anticorpos monoclonais, as culturas foram mantidas novamente por 

duas horas em tensão de 5% CO2 a 37°C. Num processo seguinte, as placas de 

cultivo de monócitos tiveram o sobrenadante retirado e os poços lavados diversas 

vezes com solução gelada de descolamento celular (HyQ®tase, LGC 

Biotecnologia), as amostras foram recolhidas em tubos específicos para citômetro 

(BD Labware). Para as placas de cultivo de neutrófilos o sobrenadante foi 

diretamente coletado e transferido para os tubos de citometria. Posteriormente, as 

células foram centrifugadas a 350g por 10 minutos à 4ºC e, após centrifugação o 

sobrenadante foi descartado cuidadosamente. Nos tubos foram adicionados 20ul 

dos respectivos anticorpos conjugados com fluorocromos, descritos no item 5.5, 

(inclusive nos tubos de controle positivo) por 30 minutos e completados com 1ml 

de ISOTON . Na sequencia os tubos foram novamente centrifugados e o 

sobrenadante descartado e as células marcadas foram fixadas com 50L de 

solução de fixação contendo 5% de formaldeído (BD - Becton, Dickinson and 

Company) e analisadas por citometria de fluxo. Para cada teste foi feito um tubo 

de controle isotípico marcados com os respectivos fluorocromos dos testes. 

 

 

  5.7 Bloqueio dos receptores e tratamento com os estímulos. 

 

As culturas de monócitos e neutrófilos obtidas de acordo com o item 5.2 

foram incubadas em tensão de 5% CO2 a 37°C por 12 horas antes do início dos 

bloqueios. Após esse período foi adicionado às culturas, anticorpos monoclonais 

anti-TLR2 (2ug/106 células), anti-TLR4 (2ug/106 células), anti-MR (2ug/106  de 

células) e anti-Dectina-1(3ug/106  de células) concentrações essas que tiveram 

maior índice de bloqueio verificados através do ensaio descrito em 3.6. Foi 

adotado um esquema que permitisse que a cada avaliação, três receptores 

ficassem bloqueados e somente o receptor a ser avaliado ficasse disponível.  

Após os bloqueios, as culturas foram tratadas ou não com uma suspensão de P. 

brasiliensis, cepas Pb18, Pb265, numa proporção fungo/célula de 1:50 por um 

período de 4 ou 18 horas a 37oC, em atmosfera constante de 5% de CO2, seguido 
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de coleta dos sobrenadantes para avaliação dos níveis das citocinas TNF-, IL-10 

e IL-12  e dos eicosanóides PGE2 e LTB4. 

 

5.8 Avaliação da produção de citocinas e de PGE2 e LTB4 

 

  A produção de TNF-, IL-10 e IL-12 foi avaliada através de ensaios de 

ELISA utilizando os kits comerciais da BD OptEIATM (Human TNF-alpha ELISA 

Set, Human IL-12p70 ELISA Set, Human IL-10 ELISA Set) todos da BD 

Biosciences, San Diego. Para avaliação da produção dos PGE2 e LTB4 foram 

utilizados kits comerciais de ELISA do tipo Competitivo (Cayman Chemicals).  Os 

testes foram realizados conforme instruções fornecidas pelos fabricantes. 

 

 

5.9 Avaliação da expressão de IL-10 intracitoplasmática em neutrófilos por 

citometria de fluxo 

 

Para realização desse ensaio, com o objetivo de purificar a população de 

neutrófilos, a suspensão celular referente ao anel rico em células 

polimorfonucleares descrito em 5.2  foi submetida a separação pela técnica de 

beads  magnéticas (“magnetic cell sorting” - MACS Miltenyi Biotec) associadas a 

anticorpo monoclonal anti CD16. Foi utilizado o kit (MicroBeads human - Miltenyi 

Biotec) 

Após a separação, as células foram incubadas com os diferentes bloqueios 

e estímulos descritos em 5.7 por 18 horas.   Seis horas antes do término do 

cultivo, as culturas foram tratadas com brefeldin A (1μL da solução 1000x 

concentrada em 999μL de RPMI), para impedir a liberação das citocinas do 

citoplasma celular. Após o período final de cultura, os sobrenadantes foram 

retirados e transferidos para os tubos de citometria (Falcon, BD - Becton-

Dickinson USA) centrifugados por 10 minutos a 360g. Em seguida o sobrenadante 

foi retirado cuidadosamente e adicionado 100L de solução A de permeabilização 

do kit Fix & Perm (ADG Bio Research), incubadas à temperatura ambiente por 15 

minutos na ausência de luz, centrifugadas, retirados cuidadosamente os 

sobrenadantes e adicionado 100L de solução B de permeabilização do kit Fix & 
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Perm (ADG Bio Research) na presença de anticorpo anti- IL-10 humano conjugado 

com PE (Biolegend) por 15 minutos na ausência de luz. As células também foram 

incubadas com anticorpo monoclonal controle isotípico marcado com o respectivo 

fluorocromo. A seguir, as células foram lavadas com ISOTON e na sequência os 

tubos foram novamente centrifugados, o sobrenadante descartado e as células 

marcadas foram fixadas com 50L de solução de fixação contendo 5% de 

formaldeído (BD - Becton-Dickinson USA) e analisadas quanto a expressão 

intracitoplasmática de IL-10 por citometria de fluxo.  

 

 

5.10 Análise Estatística 

 

A análise estatística foi realizada com o auxílio do software Graphpad Instat 

San Diego, California – USA. Diferenças significativas entre os diversos grupos 

foram determinadas pelo teste de Análise de Variância para amostras 

dependentes, e as médias comparadas pelo teste de Correlações Múltiplas de 

Tukey-Kramer (Godfrey, 1985), assumindo como verdadeira cada hipótese em 

que a probabilidade de erro fosse menor que 5% (p < 0,05).  
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6. Resultados 

 

6.1 Avaliação da expressão constitutiva de TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 em 

monócitos e neutrófilos. 

 

Antes de iniciarmos os experimentos relativos ao envolvimento dos 

diferentes receptores na produção de citocinas e eicosanóides, tivemos 

necessidade de detectar o período de incubação no qual uma maior porcentagem 

de células estaria expressando tais receptores, no sentido de garantir uma 

participação efetiva de cada um deles. Assim, realizamos experimentos nos quais 

essa avaliação foi realizada após 2, 4, 8, 12 e 18 horas de cultivo das células em 

MCCC sem qualquer estímulo. A figura 1 mostra os resultados relativos à 

porcentagem de monócitos. A expressão de TLR2 foi detectada somente após 4 

horas de cultura e por uma pequena porcentagem das células. No entanto, as 

porcentagens foram aumentando de forma gradativa nos períodos subsequentes 

atingindo número máximo de positividade após 18 horas de incubação. Em 

relação ao MR, a porcentagem de células foi quase nula nos períodos de 2 e 4 

horas, aumentando de forma considerável apenas após 8 horas de incubação, 

seguido de uma queda gradual nos períodos posteriores (12 e 18 horas). A 

expressão de dectina-1 foi detectada após 2 horas de incubação em uma 

pequena porcentagem de células. No entanto, o número de células expressando 

esse receptor aumentou significativamente e de forma gradual até o último 

período de análise, no qual atingiu valores máximos. Em relação ao TLR4 a 

positividade das células também se apresentou de forma gradual, tendo seus 

maiores valores no período de 18 horas. Baseados nesses dados, o período 

escolhido para desafiar as culturas de monócitos com as duas cepas do fungo, foi 

após 12 horas de incubação prévia. Optamos por esse período devido à sua 

uniformidade em relação ao número de células que expressam os três receptores 

em estudo, apesar de não ser o período no qual detectamos as maiores 

porcentagens celulares para cada um deles.  

 Em relação aos neutrófilos (figura 2), observamos que uma baixa 

porcentagem dessas células expressaram TLR2 no período de 2 horas, seguido 

por um aumento significativo após 4, 8, 18 e principalmente 12 horas, no qual o 
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número de células foi máximo (aproximadamente 100%). Em relação ao MR, uma 

porcentagem significativa das células expressou esse receptor somente após 8 e 

12 horas de incubação, seguido no entanto, por uma significativa diminuição 

nessas porcentagens após 18 horas. Quanto ao dectina-1, detectamos um 

número significativo de células expressando esse receptor, após 4 horas de 

incubação, seguido por um aumento gradual nos períodos subsequentes com 

porcentagens máximas em 18 horas. As porcentagens de células que 

expressaram TLR4 também aumentaram progressivamente até atingir máxima 

positividade em 12 horas, seguido de uma pequena queda no período posterior.   

Em função dos resultados acima, de forma semelhante à cultura de monócitos, 

optamos por escolher o período de 12 horas de incubação antes do desafio com 

as cepas fúngicas.    
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Figura 1. Porcentagem de monócitos expressando TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 
após 2, 4, 8, 12 e 18 horas de incubação com meio de cultura. Os resultados 

são expressos em media ± erro padrão. n=10 indivíduos. **p< 0.01 x 2h, ***p < 

0.001 x 2h. 
 
 

 

 

Figura 2. Porcentagem de neutrófilos expressando TLR2, MR, dectina-1 e 
TLR4 após 2, 4, 8, 12 e 18 horas de incubação com meio de cultura. Os 
resultados são expressos em média ± erro padrão. n=10 indivíduos. **p< 
0.01 x 2h, ***p < 0.001 x 2h. 
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6.2 Avaliação das concentrações ideais de anticorpos anti-TLR2, anti-MR, 

anti-dectina-1 e anti-TLR4 para a determinação do bloqueio dos respectivos 

receptores em monócitos e neutrófilos. 

 

 Uma vez determinados os períodos ideais de cultura para a expressão dos 

receptores a serem testados, houve necessidade de estabelecermos quais 

concentrações dos anticorpos monoclonais anti-TLR2, anti-MR, anti-dectina-1 e 

anti-TLR4 seriam mais efetivas nos bloqueios dos respectivos receptores. 

Testamos as concentrações de 1, 2, 3 e 4ug para anti-TLR2, 0.5, 1, 3 e 4ug para 

anti-MR, 1.5, 2, 3 e 4ug para anti-dectina-1 e 1, 2, 3 e 4ug para anti-TLR4. As 

figuras 3 a 10 mostram os resultados obtidos com as concentrações que 

determinaram os melhores índices de bloqueio, que foram 2ug/106 células para 

anti-TLR2, anti-MR e anti-TLR4 e 3ug/106 células para anti-dectina-1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

~ Resultados ~ 



 
 

46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Avaliação da expressão e bloqueio de TLR2 com anticorpo monoclonal em 
monócitos. Após a aquisição foi gerado um gráfico de dot-plot (A) no qual pela 
análise da distribuição das células por tamanho (FSC) e complexidade citoplasmática 
(SSC) foi delimitada a região de análise (R1). B, C e D representam histogramas de 
intensidade de fluorescência em função do “confronto” entre controle isotípico 
(verde), controle positivo (roxo) e índice de bloqueio (azul) Abaixo do histograma C 
está a porcentagem de bloqueio alcançada com os anticorpos monoclonais.  

 

53.78% bloqueio 
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Figura 4. Avaliação da expressão e bloqueio de TLR2 com anticorpo monoclonal em 
neutrófilos. Após a aquisição foi gerado um gráfico de dot-plot (A) no qual pela 
análise da distribuição das células por tamanho (FSC) e complexidade citoplasmática 
(SSC) foi delimitada a região de análise (R1). B, C e D representam histogramas de 
intensidade de fluorescência em função do “confronto” entre controle isotípico 
(verde), controle positivo (roxo) e índice de bloqueio (laranja). Abaixo do histograma 
C está a porcentagem de bloqueio alcançada com os anticorpos monoclonais.  

 

48.71% bloqueio 
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Figura 5. Avaliação da expressão e bloqueio de MR com anticorpo monoclonal em 
monócitos. Após a aquisição foi gerado um gráfico de dot-plot (A) no qual pela 
análise da distribuição das células por tamanho (FSC) e complexidade citoplasmática 
(SSC) foi delimitada a região de análise (R1). B, C e D representam histogramas de 
intensidade de fluorescência em função do “confronto” entre controle isotípico 
(verde), controle positivo (roxo) e índice de bloqueio (amarelo). Abaixo do histograma 
C está a porcentagem de bloqueio alcançada com os anticorpos monoclonais.  

 

99.04% bloqueio 
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Figura 6. Avaliação da expressão e bloqueio de MR com anticorpo monoclonal em 
neutrófilos. Após a aquisição foi gerado um gráfico de dot-plot (A) no qual pela análise 
da distribuição das células por tamanho (FSC) e complexidade citoplasmática (SSC) 
foi delimitada a região de análise (R1). B, C e D representam histogramas de 
intensidade de fluorescência em função do “confronto” entre controle isotípico (verde), 
controle positivo (roxo) e índice de bloqueio (azul). Abaixo do histograma C está a 
porcentagem de bloqueio alcançada com os anticorpos monoclonais.  

 

98.45% bloqueio 

~ Resultados ~ 
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Figura 7. Avaliação da expressão e bloqueio de Dectina-1 com anticorpo monoclonal 
em monócitos. Após a aquisição foi gerado um gráfico de dot-plot (A) no qual pela 
análise da distribuição das células por tamanho (FSC) e complexidade citoplasmática 
(SSC) foi delimitada a região de análise (R1). B, C e D representam histogramas de 
intensidade de fluorescência em função do “confronto” entre controle isotípico (verde), 
controle positivo (roxo) e índice de bloqueio (laranja). Abaixo do histograma C está a 
porcentagem de bloqueio alcançada com os anticorpos monoclonais.  

 

99.37% bloqueio 

~ Resultados ~ 
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Figura 8. Avaliação da expressão e bloqueio de Dectina-1 com anticorpo monoclonal 
em neutrófilos. Após a aquisição foi gerado um gráfico de dot-plot (A) no qual pela 
análise da distribuição das células por tamanho (FSC) e complexidade citoplasmática 
(SSC) foi delimitada a região de análise (R1). B, C e D representam histogramas de 
intensidade de fluorescência em função do “confronto” entre controle isotípico (verde), 
controle positivo (roxo) e índice de bloqueio (laranja). Abaixo do histograma C está a 
porcentagem de bloqueio alcançada com os anticorpos monoclonais.  

 

99.09% bloqueio 

~ Resultados ~ 
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Figura 9. Avaliação da expressão e bloqueio de TLR4 com anticorpo monoclonal em 
monócitos. Após a aquisição foi gerado um gráfico de dot-plot (A) no qual pela análise 
da distribuição das células por tamanho (FSC) e complexidade citoplasmática (SSC) 
foi delimitada a região de análise (R1). B, C e D representam histogramas de 
intensidade de fluorescência em função do “confronto” entre controle isotípico (verde), 
controle positivo (roxo) e índice de bloqueio (vermelho). Abaixo do histograma C está a 
porcentagem de bloqueio alcançada com os anticorpos monoclonais.  

 

71.32% bloqueio 

~ Resultados ~ 
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Figura 10. Avaliação da expressão e bloqueio de TLR4 com anticorpo monoclonal em 
neutrófilos. Após a aquisição foi gerado um gráfico de dot-plot (A) no qual pela análise 
da distribuição das células por tamanho (FSC) e complexidade citoplasmática (SSC) 
foi delimitada a região de análise (R1). B, C e D representam histogramas de 
intensidade de fluorescência em função do “confronto” entre controle isotípico (verde), 
controle positivo (roxo) e índice de bloqueio (marrom). Abaixo do histograma C está a 
porcentagem de bloqueio alcançada com os anticorpos monoclonais.  

 

64.54% bloqueio 

~ Resultados ~ 
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6.3 Efeito de TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 sobre a produção de TNF- por 

monócitos desafiados com Pb18 ou Pb265. 

 

Os resultados referentes ao envolvimento dos quatro receptores na 

produção de TNF- por monócitos desafiados com Pb 18 ou Pb 265, por 4 e 18 

horas podem ser  analisados nas figuras 11 e 12, respectivamente. 

Nos ensaios de 4 horas, observamos que baixos níveis da citocina foram 

produzidos por monócitos controles não desafiados com o fungo. No entanto, 

após o desafio com as duas cepas do fungo, detectamos um aumento significativo 

desses níveis, mostrando a capacidade de o P. brasiliensis induzir a produção de 

TNF-. Em relação à participação dos receptores, observamos que nos 

experimentos nos quais todos os receptores foram bloqueados houve uma 

significativa diminuição na produção da citocina, particularmente em resposta a 

cepa 18, mostrando o envolvimento de um ou mais dos receptores testados. Os 

experimentos realizados para avaliar a participação individual dos receptores 

mostraram que as respostas referentes ao MR e dectina-1 foram semelhantes à 

detectada com o bloqueio total dos receptores, sugerindo a não participação dos 

mesmos na produção da citocina. No entanto, quanto à participação individual de 

TLR2 e TLR4, os níveis foram bastante semelhantes aos detectados nos ensaios 

sem bloqueio, o que indica fortemente a participação desses receptores na 

produção de TNF- por monócitos humanos. Na figura 12 podemos observar os 

resultados relativos à produção de TNF- por monócitos após 18 horas de desafio 

com o fungo. O perfil de resposta foi bastante semelhante ao detectado no 

período de 4 horas. No entanto chama a atenção que os níveis de TNF- 

induzidos pela cepa 265 foram significativamente maiores do que os detectados 

com a cepa 18. Além disso, a produção da citocina em resposta às duas cepas 

mostrou-se diminuída após o bloqueio de todos os receptores e os ensaios para 

detectar a participação individual de cada um deles mostrou um importante 

envolvimento de TLR2 e TLR4. 

~ Resultados ~ 
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Figura 11. Envolvimento dos receptores TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 na 

produção de TNF- por monócitos humanos desafiados por 4h com células 
leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporção fungo/célula de 

1:50).  Os resultados representam a média  EPM de ensaios realizados com 
sangue periférico de 10 indivíduos. *p< 0.05 x controle, +p < 0.05 x bloqueio 
total. 

Figura 12. Envolvimento dos receptores TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 na 

produção de TNF- por monócitos humanos desafiados por 18h com células 
leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporção fungo/célula de 

1:50).  Os resultados representam a média  EPM de ensaios realizados com 
sangue periférico de 10 indivíduos. *p< 0.05 x controle, +p < 0.05 x bloqueio total, 
#p< 0.05 x Pb18. 

~ Resultados ~ 
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6.4 Efeito de TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 sobre a produção de IL-12 por 

monócitos desafiados com Pb18 ou Pb265. 

 

Nas figuras 13 e 14 podemos observar os resultados referentes ao efeito 

dos quatro receptores sobre a produção de IL-12 por monócitos humanos 

desafiados com as duas cepas do fungo, por 4 e 18 horas, respectivamente. 

Detectamos que as células controles produziram níveis bastante baixos de IL-12 

que após o desafio com as cepas, aumentaram significativamente somente em 

resposta à cepa 265. A produção em resposta às duas cepas diminuiu 

significativamente nas culturas nas quais todos os receptores foram bloqueados, 

mostrando mais uma vez a participação de um ou mais dos receptores testados. 

Nos experimentos de avaliação individual, detectamos um envolvimento 

importante do MR e principalmente TLR4, na resposta para a cepa 265, pois 

somente nas culturas nas quais esses receptores foram disponibilizados é que 

detectamos níveis da citocina significativamente maiores dos detectados nos 

experimentos de bloqueio total.  Não observamos envolvimento importante de 

nenhum dos receptores testados na resposta à cepa 18, com exceção do TLR4. 

Após 18 horas de desafio com o fungo, (figura 14) os níveis da citocina 

aumentaram consideravelmente em relação ao período de 4 horas, 

particularmente em relação à cepa 265. Em relação à participação dos receptores 

detectamos uma redução significativa da produção da citocina, quando todos 

foram bloqueados. Quando analisados de forma individual, o TLR4 e MR 

continuaram apresentando maior envolvimento, em especial com cepa 265 e, de 

forma diferente ao detectado após 4 horas, a cepa 18 induziu maiores níveis de 

IL-12 com a participação de não só um, mas dos quatro receptores. 

 

~ Resultados ~ 
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Figura 13. Envolvimento dos receptores TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 na 
produção de IL-12 por monócitos humanos desafiados por 4h com células 
leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporção fungo/célula de 

1:50).  Os resultados representam a média  EPM de ensaios realizados com 
sangue periférico de 10 indivíduos. *p< 0.05 x controle, +p < 0.05 x bloqueio 
total, #p< 0.05 x Pb18. 

Figura 14. Envolvimento dos receptores TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 na 
produção de IL-12 por monócitos humanos desafiados por 18h com células 
leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporção fungo/célula de 

1:50).  Os resultados representam a média  EPM de ensaios realizados com 
sangue periférico de 10 indivíduos. *p< 0.05 x controle, +p < 0.05 x bloqueio 
total, #p< 0.05 x Pb18. 

~ Resultados ~ 
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6.5 Efeito de TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 sobre a produção de IL-10 por 

monócitos desafiados com Pb18 ou Pb265. 

 

 As figuras 15 e 16 mostram os resultados referentes à produção de IL-10 

após 4 e 18 horas de incubação com o fungo. Podemos observar que o desafio 

das células com o fungo por 4 horas induz um aumento na produção da citocina 

que é maior com a cepa 18. Essa produção, no entanto, diminuiu 

significativamente nas células nas quais todos os três receptores foram 

bloqueados. Chama a atenção, no entanto que nos ensaios para avaliar a 

participação individual de cada um deles os resultados mostram envolvimento de 

diferentes receptores na dependência da cepa utilizada.  Para a cepa 265, o 

receptor de maior envolvimento na produção de IL-10 foi o TLR2, já para a cepa 

18 detectamos um envolvimento claro do TLR2, MR e TLR4. No período de 18 

horas detectamos um envolvimento dos quatro receptores na resposta às duas 

cepas, com pequeno destaque para TLR2 com a cepa 18. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

~ Resultados ~ 
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Figura 15. Envolvimento dos receptores TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 na 
produção de IL-10 por monócitos humanos desafiados por 4h com células 
leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporção fungo/célula de 

1:50).  Os resultados representam a média  EPM de ensaios realizados com 
sangue periférico de 10 indivíduos. *p< 0.05 x controle, +p < 0.05 x bloqueio 
total, #p< 0.05 x Pb18. 

Figura 16. Envolvimento dos receptores TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 na 
produção de IL-10 por monócitos humanos desafiados por 18h com células 
leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporção fungo/célula de 

1:50).  Os resultados representam a média  EPM de ensaios realizados com 
sangue periférico de 10 indivíduos. *p< 0.05 x controle, +p < 0.05 x bloqueio 
total, #p< 0.05 x Pb18. 

~ Resultados ~ 
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6.6 Efeito de TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 sobre a produção de PGE2 por 

monócitos desafiados com Pb18 ou Pb265. 

 

Nas figuras 17 e 18 podemos analisar os resultados relativos à produção de PGE2 

por monócitos em resposta às duas cepas de Pb. Detectamos que monócitos 

controles produzem quantidades substanciais de PGE2 que, no entanto, 

aumentam significativamente após o desafio com Pb18 e 265 por um período de 4 

horas (figura 17), não havendo diferenças importantes entre elas. Chama a 

atenção, no entanto, que esses níveis não se apresentam alterados nas culturas 

nas quais os quatro receptores foram bloqueados, mostrando o  possível não 

envolvimento do TLR2 , MR, dectina -1 e TLR4 na produção de PGE2 por 

monócitos em resposta ao P.brasileinsis.  Respostas semelhantes foram 

detectadas após o desafio com Pb18 ou 265 por 18 horas (figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

~ Resultados ~ 
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Figura 17. Envolvimento dos receptores TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 na 
produção de PGE2 por monócitos humanos desafiados por 4h com células 
leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporção fungo/célula de 1:50).  

Os resultados representam a média  EPM de ensaios realizados com sangue 
periférico de 10 indivíduos. *p< 0.05 x controle. 

Figura 18. Envolvimento dos receptores TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 na 
produção de PGE2 por monócitos humanos desafiados por 18h com células 
leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporção fungo/célula de 

1:50).  Os resultados representam a média  EPM de ensaios realizados com 
sangue periférico de 10 indivíduos. *p< 0.05 x controle. 

~ Resultados ~ 
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6.7 Efeito de TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 sobre a produção de por LTB4 por 

monócitos desafiados com Pb18 ou Pb265. 

 

Os resultados relativos à produção de LTB4 são mostrados nas figuras 19 

para os ensaios de 4 horas e 20 para os de 18 horas. Detectamos que células 

controles já liberam concentrações significativas de LTB4, que, no entanto 

aumentam de forma significativa após o desafio com as duas cepas do fungo por 

4 horas, não havendo diferenças entre elas. Respostas semelhantes foram 

detectadas após o desafio de 18 horas. Da mesma forma que o detectado para 

PGE2, o bloqueio dos quatro receptores não alterou a capacidade das células em 

liberarem o mediador, mostrando que a produção de LTB4 por monócitos em 

resposta ao P. brasiliensis, não envolve reconhecimento do fungo por TLR2, MR, 

dectina-1 ou TLR4. 
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Figura 19. Envolvimento dos receptores TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 na 

produção de LTB4 por monócitos humanos desafiados por 4h com células 
leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporção fungo/célula de 

1:50).  Os resultados representam a média  EPM de ensaios realizados com 
sangue periférico de 10 indivíduos. *p< 0.05 x controle. 

Figura 20. Envolvimento dos receptores TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 na 

produção de PGE2 por monócitos humanos desafiados por 18h com células 
leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporção fungo/célula de 

1:50).  Os resultados representam a média  EPM de ensaios realizados com 
sangue periférico de 10 indivíduos. *p< 0.05 x controle. 

~ Resultados ~ 



 
 

64 

6.8 Efeito de TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 sobre a produção de citocinas por 

neutrófilos desafiados com Pb18 ou Pb265. 

 

Neutrófilos de apenas um indivíduo entre os testados produziram concentrações 

detectáveis de TNF-, o que nos impede de realizar uma análise em relação à 

participação dos receptores na produção desta citocina.  Assim, serão mostrados 

os resultados referentes à produção de IL-12 (figuras 21 e 22)  e IL-10 (figuras 23 

e 24).  Em relação a IL-12, avaliada após 4h, não detectamos sua produção pelas 

células controles. No entanto, um aumento significativo dos níveis da citocina foi 

detectado quando as culturas foram desafiadas com o fungo, principalmente em 

resposta à cepa 265.  A produção induzida pelas duas cepas foi 

significativamente inibida após o bloqueio total dos receptores. A avaliação 

individual de cada um deles mostrou que respostas significativamente diferentes 

das obtidas a partir do bloqueio total foram detectadas nos ensaios de 

disponibilidade dos receptores TLR2 e Dectina-1 e principalmente TLR4 na 

resposta a cepa 265, indicando a participação desses receptores.  A cepa 18 

estimulou uma produção basal da citocina, não sendo possível identificar o 

envolvimento de algum receptor. No período de 18h (figura 22) houve uma queda 

na produção desta citocina em todos os grupos estudados quando comparados 

ao período de 4h. O envolvimento de TLR2, dectina-1 e TLR4 permaneceu 

evidente mesmo no período de 18h e ao contrário do período inicial, a cepa 18 

induziu, mesmo que em baixos níveis, a produção desta citocina nos grupos de 

bloqueios seletivos, destacando que o receptor de maior envolvimento foi o TLR4 

seguido pelo TLR2. 
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Figura 21. Envolvimento dos receptores TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 na 

produção de IL-12 por neutrófilos humanos desafiados por 4h com células 
leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporção fungo/célula de 

1:50).  Os resultados representam a média  EPM de ensaios realizados com 
sangue periférico de 10 indivíduos. *p< 0.05 x controle, +p < 0.05 x bloqueio 
total, #p< 0.05 x Pb18. 

Figura 22. Envolvimento dos receptores TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 na 
produção de IL-12 por neutrófilos humanos desafiados por 18h com células 
leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporção fungo/célula de 

1:50).  Os resultados representam a média  EPM de ensaios realizados com 
sangue periférico de 10 indivíduos. *p< 0.05 x controle, +p < 0.05 x bloqueio total. 

~ Resultados ~ 



 
 

66 

Os resultados referentes à produção de IL-10 após o desafio das células 

com o fungo por 4 horas (figura 23) mostraram que as duas cepas induziram 

níveis significativos de IL-10 com tendência a uma maior produção com a cepa 

18.   Esses níveis foram inibidos quando os quatro receptores foram bloqueados. 

Avaliando a participação individual de cada receptor, observamos o envolvimento 

de diferentes receptores na dependência da cepa utilizada. No caso da cepa 18, 

observamos a participação dos quatro receptores na produção da citocina com 

destaque para o MR, enquanto que na cepa 265 o receptor envolvido foi somente 

o TLR2. De forma geral, no período de 18h (figura 24) as análises seguiram o 

mesmo padrão, levando-se em conta que os picos de produção de IL-10 foram 

mais acentuados quando comparados ao período de 4h. 
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Figura 23. Envolvimento dos receptores TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 na 
produção de IL-10 por neutrófilos humanos desafiados por 4h com células 
leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporção fungo/célula de 

1:50).  Os resultados representam a média  EPM de ensaios realizados com 
sangue periférico de 10 indivíduos. *p< 0.05 x controle, +p < 0.05 x bloqueio 
total, #p< 0.05 x Pb18. 

Figura 24. Envolvimento dos receptores TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 na 

produção de IL-10 por neutrófilos humanos desafiados por 18h com células 
leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporção fungo/célula de 

1:50).  Os resultados representam a média  EPM de ensaios realizados com 
sangue periférico de 10 indivíduos. *p< 0.05 x controle, +p < 0.05 x bloqueio 
total, #p< 0.05 x Pb18. 
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6.9 Avaliação da expressão de IL-10 intracitoplasmática em neutrófilos por 

citometria de fluxo 

 

 Na figura 25 podemos analisar os dados que representam a expressão 

intracitoplasmática de IL-10 em neutrófilos, medida pela intensidade média de 

fluorescência e observada através do gráfico de barras (A) ou por histogramas 

representativos (B e C). Quando as culturas celulares foram desafiadas com as 

cepas de P. brasiliensis observamos um aumento na expressão desta citocina em 

especial com cepa 18, quando comparamos as culturas sem estímulo. No entando, 

através dos bloqueios individuais dos receptores, não foi possível determinar a 

influência de cada um deles, visto que, os valores permaneceram equiparados ao 

grupo que só foi estimulado com fungo. 
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Figura 25. Análise da expressão intracitoplasmática de IL-10 em neutrófilos incubados na 
ausência ou presença de anticorpos monoclonais anti-TLR2, anti-MR, anti-dectina-1 ou anti-
TLR4 de e desafiados por 18h com P. brasiliensis (Pb18 e/ou Pb265, proporção fungo/célula 
de 1:50). 
(A) representa a intensidade de fluorescência média em neutrófilos avaliadas quanto à 
expressão intracitoplasmática de IL-10 por citometria de fluxo.  
(B) representa gráfico de dot-plot no qual pela análise da distribuição das células por 
tamanho (FSC) e complexidade citoplasmática (SSC) foi delimitada a região de análise (R1) 
(C e D) histogramas representativos quanto à expressão de IL-10 intracitoplasmática por 
citometria de fluxo (os grupos de estímulo e bloqueio seguem o mesmo padrão visto em [A])  
C: Pb18  e D: Pb265 
 

* p <0,05 x controle (sem bloqueio e sem PB); #p <0,05 x Pb18 
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6.10 Efeito de TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 sobre a produção de PGE2, por 

neutrófilos desafiados com Pb18 ou Pb265. 

 

Nas figuras 25 e 26 podemos analisar os resultados relativos à produção 

de PGE2 (4 e 18 horas, respectivamente) Detectamos no primeiro período que 

células controles produzem baixas quantidades de PGE2, que no entanto, 

aumentam consideravelmente após o desafio com as duas cepas do fungo, em 

especial com a cepa 18. Após o bloqueio dos três receptores essa produção 

diminuiu significativamente indicando a participação dos receptores. A avaliação 

individual mostrou que o dectina-1 e o MR se apresentam mais envolvidos na 

produção deste mediador, tanto na presença da cepa 18 quanto da 265. No 

período de 18 horas, chama a atenção que o bloqueio total dos receptores não 

induziu uma diminuição tão significativa na produção de PGE2 como detectado no 

período de 4 horas. Além disso, os resultados de participação individual indicam o 

envolvimento de TLR2, MR e dectina-1 na resposta induzida pela cepa 18, 

enquanto que para a cepa 265, os resultados não foram significativos para 

nenhum dos receptores testados.  
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Figura 26. Envolvimento dos receptores TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 na 

produção de PGE2 por neutrófilos humanos desafiados por 4h com células 
leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporção fungo/célula de 

1:50).  Os resultados representam a média  EPM de ensaios realizados com 
sangue periférico de 10 indivíduos. *p< 0.05 x controle, +p < 0.05 x bloqueio 
total. 

Figura 27. Envolvimento dos receptores TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 na 

produção de PGE2 por neutrófilos humanos desafiados por 18h com células 
leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporção fungo/célula de 

1:50).  Os resultados representam a média  EPM de ensaios realizados com 
sangue periférico de 10 indivíduos. *p< 0.05 x controle, +p < 0.05 x bloqueio 
total. 
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6.11 Efeito de TLR2, MR e dectina-1 sobre a produção de LTB4 por 

neutrófilos desafiados com Pb18 ou Pb265. 

 

Os resultados relativos à produção de LTB4 são mostrados nas figuras 28 e 

29, para os ensaios de 4 e 18 horas respectivamente. Detectamos que células 

controles já liberam concentrações consideráveis de LTB4 que, no entanto, 

aumentam de forma significativa após o desafio com as duas cepas do fungo por 

4 e 18 horas, não havendo diferenças entre elas. O bloqueio dos três receptores 

não alterou a capacidade das células liberarem o mediador, mostrando que a 

produção de LTB4 por neutrófilos independe dos receptores estudados. 
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Figura 28. Envolvimento dos receptores TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 na 

produção de LTB4 por neutrófilos humanos desafiados por 4 h com células 
leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporção fungo/célula de 

1:50).  Os resultados representam a média  EPM de ensaios realizados com 
sangue periférico de 10 indivíduos. *p< 0.05 x controle. 

Figura 29. Envolvimento dos receptores TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 na 

produção de LTB4 por neutrófilos humanos desafiados por 18h com células 
leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265, proporção fungo/célula de 

1:50).  Os resultados representam a média  EPM de ensaios realizados com 
sangue periférico de 10 indivíduos. *p< 0.05 x controle. 
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7. Discussão 

 

O sistema imunológico dos vertebrados superiores é formado por dois 

componentes principais, a resposta inata e a adaptativa, que são ativadas em 

conjunto com o objetivo de destruir agentes patogênicos intra e extracelulares. 

Um número crescente de pesquisas nos últimos anos tem se voltado para um 

melhor entendimento do desenvolvimento da resposta imune inata, 

particularmente no que se refere ao reconhecimento de patógenos, incluindo os 

fungos, pelas principais células envolvidas nessa resposta, os macrófagos, 

monócitos e neutrófilos, via os receptores de reconhecimento de estruturas 

moleculares padrões (PRRS). Os estudos têm claramente mostrado que os 

mecanismos envolvidos nesse reconhecimento direcionarão o destino da relação 

fagócitos/microrganismos, no sentido de determinar se esses serão destruídos 

por essas células ou escaparão dos seus mecanismos efetores, se a resposta a 

ser modulada por essas células terá um padrão pró e ou antiinflamatório  e ainda 

como essa resposta irá instruir a resposta imune adaptativa. Assim, o melhor 

conhecimento desse processo para os diferentes microrganismos permitirá que 

futuras estratégias de modulação dessas células possam ser adotadas em favor 

do hospedeiro infectado (Tarakhovsky & Kroemer, 2012).   

Na relação das células fagocitárias com o fungo P. brasiliensis esse 

conhecimento é ainda bastante escasso, particularmente no que se refere aos 

mecanismos de modulação exercidos por essas células através da liberação de 

citocinas e eicosanóides. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a 

participação dos receptores TLR2, MR, dectina-1 e TLR4 na produção de 

citocinas pró e antiinflamatórias e dos eicosanóides PGE2 e LTB4 por monócitos e 

neutrófilos humanos em resposta a cepas de P. brasiliensis de alta e baixa 

virulência.  Escolhemos esses receptores em função de estarem entre os 

principais envolvidos no reconhecimento fúngico (Romani, 2004). 

Iniciamos nossos experimentos, avaliando a expressão constitutiva desses 

receptores, independente de estimulação, de modo a confirmar sua presença na 

superfície dos dois tipos celulares. Estudos têm mostrado que neutrófilos e 

monócitos apresentam uma expressão diferencial desses receptores (Netea et al. 

2008). Constatamos que os quatro receptores são expressos nos dois tipos 
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celulares e que a porcentagem de células que os expressa varia em função do 

tempo de incubação. Assim, escolhemos o período no qual um maior número de 

células expressava os três receptores. Apesar da expressão dos vários 

receptores serem modulados em resposta a diferentes estímulos, nos nossos 

ensaios, a não estimulação foi proposital de forma a mimetizar a infecção natural, 

na qual durante as primeiras fases da infecção, a interação da célula fúngica com 

a célula fagocitária ocorre sem a presença de estimulação prévia. A escolha das 

citocinas baseou-se no fato de que o TNF- e IL-12 são consideradas pró-

inflamatórias e a IL-10 antiinflamatória. 

Detectamos que as leveduras de P. brasiliensis são capazes de induzir a 

produção de TNF- por monócitos, e que a cepa de baixa virulência (Pb265) 

estimulou maior produção quando comparada a de maior virulência (Pb18).  

Esses resultados confirmam dados anteriores em relação a diferenças na indução 

dessa citocina por cepas consideradas como de alta ou baixa virulência. Nesse 

sentido, Calvi et al (2003), estudando pacientes com PCM, verificaram que a 

produção de TNF- por monócitos infectados, in vitro, com a cepa de menor 

virulência, induzia níveis mais elevados de TNF- em comparação à cepa 

virulenta.  Além disso, níveis mais elevados dessa citocina apresentaram 

correlação com a maior atividade fungicida dos monócitos, demonstrando a 

importância do TNF- para a ativação das células fagocitárias e consequente 

maior destruição fúngica. Da mesma forma, a incubação de monócitos humanos 

com IFN- e com frações da parede do P. brasiliensis rica em -glucana, induziu 

essas células a uma maior produção de TNF- com consequente aquisição de 

maior atividade fungicida (Anjos et al. 2002). Ainda, monócitos incubados 

diretamente com concentrações ideais de TNF-, apresentam alta atividade 

fungicida mesmo em resposta a cepa de alta virulência (Carmo et al., 2006).  

Assim, fica claro que os níveis dessa citocina podem variar na dependência 

da virulência ou da composição da parede celular da cepa com a qual o indivíduo 

entra em contato, e consequentemente interferir nos padrões de resistência do 

hospedeiro.   

Avaliando individualmente o papel dos receptores na produção do TNF- 

por monócitos, constatamos que o receptor de maior envolvimento foi o TLR2 e o 
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TLR4. Comparando este resultado com os detectados para outras infecções 

fúngicas percebemos um envolvimento constante de TLR2 e TLR4 na produção 

de TNF- pelas células fagocitárias. Bellocchio et al. (2004), em trabalho 

experimental, detectou que tanto o TLR2 como o TLR4 têm diferentes papéis na 

ativação da resposta imune inata contra Candida albicans e Aspergillus fumigatus, 

sendo que ambos podem ativar o NF-κB e induzir a expressão de citocinas 

inflamatórias e moléculas co-estimulatórias por macrófagos e células dendríticas, 

evidenciando uma participação efetiva na resposta imune inata e no 

direcionamento da resposta adaptativa. Outros estudos realizados com 

macrófagos peritoneais murinos demonstraram que esférulas de Coccidioides 

posadasii estimulam a produção de TNF-, via interação com TLR2, MyD88 e 

Dectin-1 (Viriyakosol et al 2005).  

Além do TNF-, outra citocina de padrão proinflamatório testada foi a IL- 

12, que é a principal citocina envolvida na instrução da resposta imune adaptativa 

para um padrão de resposta do tipo Th1, considerada como altamente protetora 

nas infecções por microrganismos intracelulares, como a PCM, por liberar 

citocinas indutoras de inflamação e ativadoras da função macrofágica. 

Detectamos que monócitos produzem essa citocina em resposta às duas 

cepas do fungo, mas que uma maior resposta foi detectada para a cepa menos 

virulenta. Adicionalmente, nossos resultados deixaram claro a participação do MR 

e TLR4 na produção dessa citocina. Em relação ao MR, esses resultados são 

semelhantes aos detectados recentemente por Aldo et al. (2012) . Esses autores 

demonstraram que a expressão de genes para MR foi significativamente induzida 

após reconhecimento do P. brasiliensis por células dendríticas. Este aumento na 

expressão de genes para MR esteve relacionado com o aumento da produção de 

IL-12 por estas células. No que se refere aos receptores do tipo Toll, Calich et al. 

(2008) demonstrou que macrófagos de camundongos deficientes em TLR4 e 

TLR2 infectados pelo P. brasiliensis possuem baixa atividade fagocítica, e 

secretam baixas concentrações desta citocina, além de NO, e MCP-1, ainda que 

essas alterações não reflitam em maiores índices de mortalidade. 

Como citado antes, além de citocinas de padrão pró-inflamatório tivemos 

interesse na avaliação de citocinas antiinflamatórias, cujo protótipo é a IL-10. 

Nossos resultados mostraram que as duas cepas induzem a produção dessa 
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citocina por monócitos, com destaque para a cepa virulenta. Sabe-se que as 

citocinas antiinflamatórias como a IL-4 e a IL-10 desempenham atividade 

desativadora de células do sistema imune e a sua produção desbalanceada leva 

a infecções graves, principalmente aquelas produzidas por patógenos 

intracelulares. Vários estudos associam a IL-10 a uma resposta deficiente ao P. 

brasiliensis. Altas concentrações de IL-10 são detectadas no sobrenadante de 

culturas de células mononucleares do sangue periférico de pacientes com PCM, 

quando estimuladas com antígenos de P. brasiliensis, enquanto que em culturas 

de células de pacientes tratados os níveis são bem menores (Diniz et al., 2001). 

Além disso, a concentração do RNAm para IL-10 produzido por células de 

pacientes com a FJ é maior em relação aos pacientes com a FA e indivíduos com 

PI, mostrando a sua associação com as formas mais graves da doença (Mamoni 

e Blotta, 2005). Neworal et al. (2003) observaram um aumento de citocinas 

antiinflamatórias, como a IL-10 e o TGF-β, em linfonodos de pacientes com a 

forma juvenil da PCM, sugerindo que a estimulação da produção destes fatores 

pode representar um mecanismo de escape para o fungo, tornando os 

macrófagos refratários aos efeitos estimuladores do IFN-γ e contribuindo para a 

evolução da doença. A partir de nossos resultados podemos inferir que a cepa 18 

por induzir maior produção de IL-10 pode escapar mais eficientemente das 

funções efetoras dos monócitos. 

Avaliando individualmente a participação dos receptores na produção desta 

citocina, nos chamou a atenção que, na dependência da cepa utilizada, diferentes 

receptores exercem maior ou menor influência. Para a cepa 265, o receptor de 

maior envolvimento foi o TLR2, já para a cepa 18 detectamos um envolvimento 

claro do TLR2 e do MR e em menor grau TLR4 (4h). No período de 18 horas 

detectamos um envolvimento dos quatro receptores na resposta às duas cepas, 

com pequeno destaque para TLR2 com a cepa 18. Esses dados nos sugerem que 

as diferenças nos componentes da parede celular do fungo poderiam ser 

responsáveis pela ligação a diferentes receptores celulares e por consequência, 

estimularem diferentes padrões de resposta. Baseados nessa ideia, San-Blas 

(1993) realizou estudo, no qual foi determinado que o dimorfismo do P. 

brasiliensis pode ser controlado pela síntese dos polissacarídeos, como as 

glucanas. O autor demonstrou que cepas mais virulentas do P. brasiliensis 
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apresentam menor quantidade de β-glucana na composição de suas paredes, ao 

contrário das cepas com baixa virulência que apresentam grande quantidade 

desse carboidrato e induzem a uma resposta inflamatória bastante intensa (Silva 

et al., 1994). Estas informações nos indicam que a composição da parede celular 

do P. brasiliensis pode estar relacionada com a modulação da resposta imune do 

hospedeiro, uma vez que estes componentes, em proporções variáveis, podem 

interagir com diferentes receptores da resposta imune inata. 

A associação entre a expressão de TLR2 e produção de IL-10 tem sido 

estudada em outras infecções por fungos patogênicos, tais como A. fumigatus e 

C. albicans (Netea et al,. 2003,2004). O efeito deletério da sinalização via TLR2 

durante a infecção por C. albicans está associada com o aumento da produção de 

IL-10 e o desenvolvimento de células T regulatórias (CD4+ CD25+), resultando em 

uma resposta imune celular deficiente e menor capacidade de eliminação do 

fungo (Netea et al., 2004). A mesma associação foi observada em outros modelos 

de infecção pelo Schistosoma mansoni (Van der Kleij et al., 2002) e Borrelia 

burgdorferi (Diterich et al., 2003), sugerindo um importante papel de TLR2 em 

induzir a expansão e as funções das células T reguladoras. Em camundongos 

infectados com P. brasiliensis, células dendríticas pulmonares mostraram um 

aumento do gene de expressão para TLR2, associado a uma maior produção de 

IL-10, fato que contribuiu para uma maior suscetibilidade a infecção (Ferreira et 

al., 2007). No caso da cepa 18 a produção de IL-10 também se mostrou 

associada ao MR uma vez que nos experimentos onde não houve seu bloqueio 

sua produção foi observada.  Esse receptor tem sido descrito como mediador da 

fagocitose e morte de microrganismos patogênicos (Linehan, 2000), mas seu 

papel nas infecções fúngicas não tem sido totalmente esclarecido. Na PCM, 

estudos mostraram que os receptores CR3 e MR aumentam após o desafio de 

macrófagos murinos com os conídeos de P. brasiliensis (Jimenez et al., 2006). 

Além disso, foi mostrado que a fração gp43, o antígeno imunodominante de P. 

brasiliensis, se liga ao MR para inibir a capacidade fagocítica e fungicida de 

macrófagos peritoneais de camundongos resistentes e susceptíveis (Popi et al., 

2002), Esta descoberta levou os autores a postular que a secreção de gp43 é um 

dos mecanismos de escape apresentados pelo P. brasiliensis e que essa proteína 

exerce seus efeitos ligando-se ao MR. Trabalho recente em nosso laboratório 
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mostrou que a IL-18 induz um aumento do crescimento do P. brasiliensis em 

monócitos humanos. Esse efeito foi atribuído ao fato da IL-18 aumentar a 

expressão de MR. Após a ligação do fungo a esses receptores, seriam emitidos 

sinais de desativação importantes, que de uma forma direta ou indireta 

estimulariam o crescimento do fungo (Dias- Melicio et al., 2011). Baseado nos 

trabalhos supracitados e nos resultados obtidos em nosso estudo é possível 

afirmar que o MR está envolvido nos mecanismos de patogenicidade 

desenvolvidos durante a infecção pelo fungo.  

Analisando de forma global os nossos resultados sobre os PRRs 

envolvidos na produção das citocinas fica claro que o mesmo PRR pode participar 

tanto da produção de citocinas pró como antiinflamatórias e assim participar tanto 

de mecanismos de proteção como dos de suscetibilidade à infecção. O TLR2 e 

TLR4 estão envolvidos na produção de TNF-, assim como de IL-10 e o MR no 

de IL-12 e também de IL-10.  Em relação ao TLR2 alguns estudos na literatura 

reforçam esses resultados. O TLR-2 é um dos PRRs com maior variedade de 

ligantes descritos, reconhecendo PAMPs de diferentes tipos de patógenos. Tal 

versatilidade de reconhecimento é devida, em grande parte, à sua capacidade de 

agir em conjunto com outras moléculas de TLRs como o TLR1 e TLR6 (Akira e 

Takeda, 2004). Dessa forma o TLR2 pode dar origem a diferentes tipos de 

resposta por parte das células que expressam essa molécula, originando tanto 

uma resposta pró-inflamatória (com produção de TNF- e IL-12p70), como 

respostas antiinflamatórias, principalmente pela indução da produção de IL-10, e 

que podem ser utilizadas por alguns patógenos como possível mecanismo de 

escape (Netea et al., 2006; Pathak et al., 2007). 

Em função dos estudos citados acima, podemos considerar que a ligação 

do fungo a um mesmo PRR pode desencadear tanto respostas de ativação como 

desativação das células fagocitárias, assim como uma modulação positiva ou 

negativa da resposta inflamatória resultante. Acreditamos que na dependência da 

cepa que está entrando em contato com esse receptor envolvendo concentrações 

diferentes dos PAMPS, pode ocorrer favorecimento na produção de uma ou outra 

citocina resultando em um ou outro processo de modulação.   

Outra explicação acerca da capacidade de um mesmo receptor 

desencadear a produção diferenciada de citocinas pode ser dada pelo 
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polimorfismo de seus genes. Ogus et al., 2004 constatou que o polimorfismo  

ocorrido em um único nucleotídeo no gene (Arg753Gln) do TLR-2 foi associado à 

produção diferencial de citocinas e à suscetibilidade à tuberculose relacionada à 

diminuição da capacidade de macrófagos de produzirem citocinas pró-

inflamatórias (TNF-, IL-12). Outro polimorfismo do gene do TLR2 (Arg677Trp) 

descrito em trabalhos realizados na Coréia foi associado à forma mais grave da 

hanseníase (forma lepromatosa) e relacionado à produção aumentada de IL-10 e 

diminuída de IL-12 (Kang e Chae, 2001; Kang et al., 2002; Kang et al., 2004). 

Além da produção de citocinas tivemos interesse em avaliar o papel dos 

diferentes PRRs na produção de PGE2 e LTB4 por monócitos em resposta ao P. 

brasiliensis. A produção desses eicosanóides pelos monócitos particularmente 

PGE2, tem sido detectada em vários estudos do nosso laboratório. Esses 

mediadores atuando de uma forma autócrina podem regular de uma forma 

diferencial a atividade dessas células contra o fungo (Soares et al., 2001, Bordon-

Graciani et al. 2012, Ferrari et al. 2010) Enquanto a  PGE2 inibe  a atividade 

fungicida dessas células, reduzindo a produção de TNF- e H2O2, o LTB4 

aumenta todas essas funções.  Os resultados obtidos no presente estudo 

confirmaram a capacidade dessas células liberarem tanto PGE2, como LTB4. No 

entanto, inesperadamente, nenhum dos PRRs mostrou-se envolvido na produção 

dos mediadores. Esses resultados não são esperados, pois alguns estudos 

mostram que a produção de eicosanóides por essas células em resposta a alguns 

PAMPS contendo resíduos de açúcar envolve MR e dectina-1 (Alvarez et al., 

2010). Assim, esperava-se que o P.brasileinsis que contém esses resíduos na 

sua parede estimulasse a produção dos mediadores via esses receptores. 

Experimentos adicionais devem ser realizados em uma tentativa de melhor 

esclarecer esses achados.  

Além dos monócitos, tivemos interesse em avaliar a participação dos 

quatro receptores na liberação de citocinas e eicosanóides por neutrófilos em 

resposta ao fungo.  Estudos em neutrófilos se tornam importantes à medida que 

essas células durante muito tempo foram vistas como efetoras finais dentro de 

uma resposta inflamatória aguda com um papel primário de destruir patógenos 

extracelulares. No entanto, nos últimos anos estudos mostrando a capacidade 

dessas células produzirem uma série de moléculas efetoras como as citocinas e 
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outras, têm mostrado um papel mais dinâmico e modulador dessas células sobre 

a resposta imune inata e adaptativa (Mantovani et al., 2011).  

Nossos resultados mostram que os neutrófilos não produziram 

concentrações detectáveis de TNF- em resposta ao fungo.  Essas respostas são 

esperadas uma vez que os estudos mostram que essas células não produzem 

TNF- em resposta a vários estímulos. Alguns estudos mostram que a produção 

de TNF- por neutrófilos pode resultar de uma contaminação das culturas por 

monócitos, que efetivamente estariam produzindo essa citocina (Cassatella, 

1999). Apesar de não termos realizado uma purificação de nossas culturas, o 

nosso método de isolamento tem se mostrado bastante efetivo na separação de 

uma população bastante rica de neutrófilos com presença de uma concentração 

bastante pequena de células mononucleares, o que justifica a não detecção de 

TNF-.   

Ao contrário, do TNF-, detectamos que os neutrófilos liberaram 

concentrações significativas de IL-12, particularmente em resposta a Pb265.  

Esses resultados são esperados, pois a produção de IL-12 por neutrófilos tem 

sido confirmada por trabalhos mais recentes (Mantovani et al., 2011) A 

capacidade de os neutrófilos produzirem IL-12 em resposta ao fungo, é um dado 

bastante interessante no sentido de que essas células podem ser adicionadas aos 

monócitos como células da resposta imune inata que desempenham um papel  

importante na instrução da resposta imune adaptativa para um padrão Th1 e que 

a cepa menos virulenta é mais efetiva nesse processo. Os resultados mostraram 

que essa produção é mediada pela ligação do fungo ao TLR2, dectina-1 e 

principalmente TLR4. Esses resultados mostram que na dependência da 

população celular, diferentes receptores podem participar da produção de uma 

mesma citocina, uma vez que no caso dos monócitos o receptor mais envolvido 

na produção de IL-12 foi o MR e TLR4. 

 Detectamos também, que os neutrófilos em resposta ao fungo produzem 

IL-10, principalmente em resposta à cepa mais virulenta.  A produção de IL-10 por 

neutrófilos também tem sido tema de discussão na literatura, justamente pela 

possibilidade de contaminação por monócitos (Mantovani et al., 2011; Davey et 

al., 2011; De Santo et al., 2010). Nesse sentido a verificação da produção de IL-

10 não foi somente avaliada em sobrenadantes de cultura, mas também 
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intracitoplasmaticamente por citometria de fluxo e os resultados confirmam a 

presença de IL-10 nesse tipo celular. Este ensaio permite que seja separado para 

análise somente o “gate” referente aos neutrófilos. Além disso, para esta 

avaliação fizemos uma purificação da população de neutrófilos através da 

separação das células por “beads” acopladas a anticorpo monoclonal anti CD16. 

Dessa forma, eliminamos ao máximo a chance de a IL-10 ser produzida por 

outros tipos celulares que não sejam neutrófilos. Os resultados confirmaram a 

produção  de IL-10 por esse  tipo celular 

A produção de IL-10 por neutrófilos implica que essa célula pode também 

participar dos mecanismos de desativação das células que respondem ao fungo, 

incluindo macrófagos, monócitos e os próprios neutrófilos. Os receptores 

envolvidos na produção foram o  MR e o TLR2 com destaque para o MR, na 

resposta induzida pela cepa 18,  enquanto que na cepa 265 o receptor envolvido 

foi o TLR2.  De forma semelhante ao discutido para os monócitos, os resultados 

deixam claro que o fungo ligando-se a um mesmo receptor pode induzir respostas 

tanto pró como antiinflamatórias e ativadoras ou desativadoras das funções 

celulares.   

 O presente estudo também mostrou a capacidade de os neutrófilos 

produzirem PGE2 e LTB4 em resposta ao fungo. Apesar de a literatura ter 

mostrado a capacidade dos neutrófilos responderem aos vários estímulos 

liberando eicosanóides, principalmente PGE2 (Alvarez et al., 2010), este é o 

primeiro estudo mostrando  a produção de eicosanóides por essas células em 

resposta ao P. brasiliensis. Adicionalmente conseguimos detectar que a produção 

de PGE2, por essas células foi mediada pelo MR e o dectina-1, receptores 

indicados na literatura como os mais importantes no reconhecimento de PAMPS 

(contendo resíduos de açúcar) por neutrófilos e monócitos para a produção de 

metabólitos do ácido araquidônico.  

  No presente estudo, os resultados como um todo deixam claro a 

complexidade dos mecanismos envolvendo o reconhecimento dos diversos 

microrganismos incluindo o Paracoccidioides brasiliensis pelas células da 

resposta imune inata. Esses mecanismos merecem ser mais bem estudados para 

que possamos eventualmente ter a chance de modular esse processo no sentido 

de favorecer os mecanismos de proteção ao hospedeiro.  

~ Discussão ~ 



 
 

84 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CCoonnssiiddeerraaççõõeess  
FFiinnaaiiss  

 



 
 

85 

8. Considerações Finais 

 

1. Nossos resultados sugerem a participação de TLR2, MR, Dectina-1 e 

TLR4 no reconhecimento fúngico e consequente ativação da resposta 

imune ao P.brasiliensis e a cepa de maior virulência por induzir uma 

resposta de perfil mais desativador, possibilitaria um menor controle da 

infecção pelo hospedeiro. 

 

2. Um mesmo PRR pode participar tanto da produção de mediadores pró 

como antiinflamatórios  

 
3. O tipo de resposta ou os receptores que atuam com maior ou menor 

influência na produção das citocinas e eicosanóides, variam em função 

da cepa, do tempo de interação fungo/célula e do tipo celular.  
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