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Uma coisa que aprendi nessa longa vida: toda nossa 

ciência, comparada com a realidade, é primitiva e 

infantil −  ainda sim é a coisa mais preciosa que nós 

temos. 

Albert Einstein 
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Resumo 

 

Monócitos e macrófagos são células da imunidade inata que desempenham 

importante papel na defesa contra infecções fúngicas, através do reconhecimento 

dos fungos, ativação e desenvolvimento de atividade fungicida. A função das 

células fagocitárias depende do seu estado de ativação, induzido principalmente 

pelo ambiente de citocinas, presentes durante a interação com o microrganismo. O 

presente projeto teve por objetivo avaliar o efeito da opsonização de células 

leveduriformes de Paracoccidioides brasiliensis com soro humano sobre a produção 

de peróxido de hidrogênio (H2O2) e atividade fungicida de monócitos humanos, 

estimulados ou não com Interferon-gama (IFN-γ), contra P. brasiliensis. Monócitos 

de sangue periférico, obtidos de indivíduos saudáveis, foram cultivados na ausência 

ou presença de IFN-γ por 24h a 37oC. A seguir, essas células foram desafiadas com 

a amostra Pb18 de P. brasiliensis por 60 min para determinação da produção de 

H2O2 e por 4h para a avaliação da atividade fungicida nas proporções fungo-

monócito de 1:50. A suspensão fúngica foi previamente incubada por 30 min a 37oC 

na ausência de soro (SS) ou na presença de pool de soro humano normal, inativado 

(SI) por aquecimento a 56oC ou soro humano fresco (SF) não submetido à 

inativação do sistema complemento, nas concentrações de 5%, 10%, 20% e 30% 

em meio de cultura RPMI. A atividade fungicida de monócitos contra a amostra 

Pb18 foi avaliada por plaqueamento dessas co-culturas em meio de cultivo BHI-

ágar e determinação da recuperação de fungos viáveis após 14 dias de incubação a 

36oC.  A produção de H2O2 por monócitos foi determinada através da técnica de 

redução do vermelho de fenol. Os resultados mostraram que a adição de SF ou SI 

em diferentes concentrações a culturas de P. brasiliensis não interfere com a 

viabilidade do fungo. Monócitos cultivados na presença ou ausência de IFN-γ e 

desafiados com Pb18 não opsonizado (SS) ou opsonizado com diferentes 

concentrações de SI não apresentam atividade fungicida. Entretanto, essas células 

pré-tratadas com IFN-γ e desafiadas com o fungo opsonizado com SF nas 

concentrações de 10% e 20% apresentam atividade fungicida significativamente 

mais elevada do que com os demais tratamentos. Os ensaios da liberação de H2O2 

mostraram que monócitos desafiados com P. brasiliensis produzem níveis 

significativamente mais elevados de H2O2 quando o fungo é opsonizado com SF ou 

SI em relação aos fungos não opsonizados (SS). Monócitos previamente 

estimulados com IFN-γ produzem níveis mais elevados desse metabólito em 



 

comparação aos não estimulados com a citocina. Em conjunto, os resultados 

sugerem a participação de componentes do sistema complemento na opsonização 

de P. brasiliensis e na ativação de monócitos, induzindo a liberação de H2O2 e 

eficiente atividade fungicida contra o fungo, quando essas células são pré-ativadas 

com IFN-γ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Introdução 

 

A paracoccidioidomicose é uma micose sistêmica, endêmica na América 

Latina, que tem como agente etiológico o fungo dimórfico Paracoccidioides 

brasiliensis (WANKE & LONDERO, 1994). As manifestações clínicas da micose são 

de doença granulomatosa crônica, comprometendo especialmente tecidos 

pulmonares, mucosas e o sistema fagocítico mononuclear, com disseminação para 

fígado, baço, adrenais e outros órgãos (FRANCO et al., 1989; 1993).  

 O estabelecimento da doença, sua disseminação e gravidade dependem de 

fatores ligados ao fungo, como virulência e composição antigênica, das condições 

ambientais e principalmente de fatores relacionados com a resposta imune do 

hospedeiro, durante a interação com o fungo (PERAÇOLI & SOARES, 1992).  

 Os mecanismos de imunidade inespecífica ou inata apresentam grande 

importância no combate a fungos patogênicos. Entre os vários mecanismos naturais 

de defesa, as células fagocitárias desempenham papel central na resistência aos 

fungos, devido a sua participação na reação inflamatória e na atividade fungicida, 

ambas dependentes dos mecanismos de ativação dessas células, induzidos pelos 

fungos e, principalmente por citocinas produzidas pelas células durante a interação 

com o parasita. Distúrbios da atividade funcional dessas células podem ocasionar o 

desenvolvimento da doença ou a morte do microrganismo e, ainda influenciar o 

aparecimento da resposta imune adaptativa. A interação entre o fungo e as células 

do hospedeiro pode determinar várias alterações metabólicas, responsáveis pelos 

sintomas clínicos, apresentados por pacientes com a infecção fúngica.  

Monócitos e macrófagos são células do sistema mononuclear fagocitário, 

importantes na defesa do hospedeiro (ADAMS & HAMILTON, 1987) e considerados 

fontes importantes de citocinas (VAN FURTH, 1998). Essas células são 

responsáveis pela ingestão e inativação de leveduras ou partículas fúngicas e 

interação com linfócitos T e B, promovendo a produção de citocinas, reconhecimento 

e processamento do antígeno (FROMTLING & SHADOMY 1986; VAN FURTH, 

1998). 

A maioria dos fungos causadores de micoses sistêmicas apresenta estreita 

relação com monócitos ou macrófagos nas fases iniciais da infecção ou no decorrer 

da doença (FROMTLING & SHADOMY, 1986). Segundo DEEPE & BULLOCK 

(1990), na interação entre o fungo e os fagócitos, é importante considerar o 

processo de reconhecimento e ligação do fungo à superfície dessas células. A 



 

ligação se estabelece devido a inúmeras moléculas presentes na membrana celular 

do macrófago, que facilitam a ligação a receptores específicos entre o hospedeiro e 

a célula fúngica. 

Monócitos e macrófagos são, portanto, células da imunidade inata que 

expressam receptores de superfície para manose, CD14, componentes do sistema 

complemento, porção Fc de moléculas de imunoglobulinas e Toll-like (TLR) capazes 

de reconhecer produtos microbianos, levando à estimulação da fagocitose, atividade 

microbicida e produção de citocinas (ABBAS & LICHTMAN, 2003; UNDERHILL & 

OZINSKY, 2002).  As propriedades fagocítica e microbicida dessas células podem 

ser moduladas pelos receptores específicos de membrana, envolvidos na interação 

com os microrganismos (POPI et al., 2002). Entre esses receptores de superfície 

dos macrófagos, os melhor caracterizados são o receptor de manose e o receptor 

para o componente C3 do sistema complemento, ambos capazes de mediar a 

fagocitose e a morte intracelular de microrganismos patogênicos (LINEHAN et al., 

2000).  

O receptor para manose é uma lectina do macrófago que interage com 

resíduos terminais de manose e fucose de glicoproteinas e glicolipídeos. Esses 

açúcares são moléculas tipicamente observadas na parede celular de 

microrganismos, que são assim, reconhecidas pelas células do hospedeiro (ABBAS 

& LICHTMAN, 2003). Esse receptor é capaz de interagir com uma ampla variedade 

de microrganismos, como bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos, 

protozoários e micobactérias (GAYNOR et al., 1995, KAHN et al., 1995; LINEHAN et 

al., 2000; O,RIORDAN et al., 1995, STAHL & EZEKOWITZ, 1998). 

O sistema complemento, ativado tanto pela via clássica como pela alternativa, 

pode opsonizar e lesar alguns microrganismos e também mediar eventos iniciais da 

resposta inflamatória (CALDERONE & LINEHAN, 1989). Células leveduriformes de 

P. brasiliensis ativam o complemento pela via alternativa in vitro (MUNK & DIAS DA 

SILVA,1992), resultando na opsonização e fagocitose do fungo por macrófagos 

(CALICH et al., 1979). Entretanto, até o momento, não se conhece o papel da 

opsonização do fungo por componentes do complemento sobre a atividade fungicida 

de monócitos contra o P. brasiliensis. 

O reconhecimento de Cryptococcus neoformans por macrófagos e células 

dendríticas é dependente de componentes do complemento, presentes no soro 

(LEVITZ & TABUNI, 1991; KELLY et al. 2005). A incubação de cepas contendo 

cápsula polissacarídica com soro humano não inativado leva à ativação da via 



 

alternativa do complemento e deposição de grande quantidade de fragmentos C3 na 

superfície da cápsula fúngica, auxiliando assim, a fagocitose (KOZEL et al., 1988; 

WILSON & KOZEL, 1992). Assim, formas encapsuladas de Cryptococcus 

neoformans podem ser fagocitadas após opsonização por componentes do sistema 

complemento, anticorpos específicos e ligação ao receptor para porção Fc da 

molécula de anticorpo e para fragmentos de C3, CR1, CR2, CR3 e CR4 (CROSS et 

al., 1997).  

Na paracoccidiodomicose, assim como na maioria dos processos infecciosos, 

os fagócitos constituem importante linha de defesa do hospedeiro às infecções 

fúngicas (MURPHY, 1991).  

Estudos experimentais e em pacientes com paracoccidioidomicose permitem 

sugerir que a resistência ao fungo parece ser dependente das atividades de células 

T e macrófagos, mediadas por interferon-gamma (IFN-γ) e outras citocinas de perfil 

Th1, destacando-se o papel do TNF-α. O efeito sinérgico entre essas duas citocinas 

é essencial para a resistência do hospedeiro contra infecções por microrganismos 

intracelulares (MARTIN-OROZCO et al., 2001) e para uma eficiente atividade 

fungicida contra o P. brasiliensis (CALVI et al., 2003; SOARES et al., 2001).  

Conídios ou células leveduriformes de P. brasiliensis multiplicam-se 

facilmente no interior de macrófagos alveolares e peritoneais murinos, depois de 

ingeridos. Entretanto, quando essas células são ativadas por IFN-γ, a multiplicação é 

limitada e os conidios e células fúngicas podem ser destruídos (BRUMMER et al., 

1988, 1989, 1990).  

Em modelos experimentais murinos de paracoccidioidomicose, a atividade 

fungicida de macrófagos contra o P. brasiliensis, decorrente da ativação com IFN-γ 

foi atribuída à produção de oxido nítrico (NO), induzida pela enzima NO sintase. A 

indução dessa enzima depende do sinergismo de ação de citocinas de perfil Th1, 

como TNF-α e IFN-γ e, de produtos liberados pelo próprio agente patogênico 

(BOCCA et al., 1998). Outros autores mostraram que a ativação com IFN-γ promove 

a eliminação do fungo tanto por meio da via L-arginina/oxido nítrico (NO) 

(GONZALEZ et al., 2000) como pela produção de NO e H2O2 (MOREIRA et al., 

2008). Assim, no decorrer da infecção experimental por P. brasiliensis, há intensa 

produção de TNF-α, IFN-γ e NO, que se correlaciona com a capacidade fungicida 

dos macrófagos (NASCIMENTO et al., 2002). 

Os mecanismos envolvidos na destruição do fungo por monócitos e 

macrófagos ativados não estão ainda totalmente esclarecidos. CALVI et al. (2003) 



 

demonstraram que a ativação com IFN-γ não é suficiente para a atividade fungicida 

de células humanas contra cepa virulenta (Pb18) do P. brasiliensis. Este processo é 

efetivo após a pré-ativação dos monócitos com TNF-α ou IFN-γ associado ao TNF-α. 

Concordando com esses resultados, CARMO et al. (2006) demonstraram que a 

atividade fungicida de monócitos humanos contra o P. brasiliensis parece ser 

dependente da produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) por essas células, após 

ativação com IFN-γ e TNF-α. Por outro lado, o tratamento prévio de monócitos 

humanos com IL-10 inibe atividade fungicida dessas células ativadas com TNF-α 

(COSTA et al., 2007). Portanto, a atividade fungicida da célula fagocitária parece 

depender do balanço entre citocinas estimuladoras e supressoras produzidas pela 

célula, durante a interação com fungo.   

Embora já tenha sido descrito que células leveduriformes de P. brasiliensis se 

multiplicam no interior de macrófagos não ativados (BRUMMER et al., 1989), não se 

conhece, até o momento, como o fungo é internalizado pelos fagócitos e, se a 

atividade fungicida dessas células está relacionada à ingestão das partículas 

fúngicas. Portanto, a avaliação da atividade fungicida de monócitos contra o P. 

brasiliensis opsonizado com soro humano poderá permitir a melhor compreensão 

dos mecanismos envolvidos na interação patógeno-hospedeiro que ocorre na 

paracoccidioidomicose. 

 

Objetivo 

 

O presente projeto teve por objetivo avaliar o efeito da opsonização de células 

leveduriformes de P. brasiliensis com soro humano sobre a produção de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e sobre a atividade fungicida de monócitos de sangue periférico 

humano, estimulados ou não com Interferon-gama, contra P. brasiliensis. 

 

Materiais e Métodos 

 

1. Cultivo de P. brasiliensis 

 

A amostra de P. brasiliensis Pb18, considerada de alta virulência, foi cultivada 

em meio de cultura contendo 2% de glicose, 1% de peptona e 0,5% de extrato de 

levedura (GPY), com incubação a 36oC e utilizada após 6 dias de cultivo. 



 

 

2. Teste de viabilidade do P. brasiliensis 

 

Após o crescimento da amostra de P. brasiliensis cultivada de acordo com o 

item anterior, as células leveduriformes foram removidas da superfície de cultivo 

através da adição de aproximadamente 10 mL de meio RPMI, transferidas para 

tubos estéreis contendo pérolas de vidro de 4 mm de diâmetro e homogeneizadas 

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

celulares foram mantidas a 37ºC durante 5 minutos para sedimentação de grumos 

não desfeitos durante a agitação. Após este período, uma alíquota dessa suspensão 

foi obtida para contagem das células leveduriformes em câmara hemocitométrica, 

tipo Neubauer. A viabilidade das células fúngicas foi determinada, utilizando-se 

microscópio com contraste de fase, segundo método descrito por SOARES et al. 

(2001). São consideradas como células viáveis as que se apresentam com aspecto 

brilhante, uma vez que as células mortas apresentam-se com coloração opaca e 

escura. Foram empregadas nos experimentos, suspensões fúngicas com viabilidade 

maior ou igual a 90%. 

 

3. Isolamento e cultura de monócitos  

 

Um volume de 10 mL de sangue periférico de 10 indivíduos saudáveis, 

doadores do Banco de Sangue do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina 

da UNESP – Campus de Botucatu, foi colhido por punção venosa e colocado em 

tubo estéril, contendo 20 U/mL de heparina (Liquemine, Roche). As células 

mononucleares foram obtidas por separação em gradiente de Ficoll-Hypaque, 

segundo a técnica descrita por BOYUM (1968). O anel rico em células 

mononucleares foi lavado, inicialmente, com solução gelada de EDTA 0,01 M em 

PBS, por 10 minutos a 200 g e depois lavadas com meio de cultura RPMI 1640 

(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) por mais 10 minutos a 200 g. Após esses 

procedimentos as células foram ressuspendidas em meio de cultura RPMI 

suplementado com 2 mM de L-glutamina (Sigma), 40 µg/mL de gentamicina e 10% 

de soro bovino fetal (Gibco) inativado (RPMI completo), sendo a identificação e a 

viabilidade dos monócitos estimadas após incubação com vermelho neutro a 0,02% 

por 10 minutos a 37oC. Os monócitos foram diferenciados dos linfócitos por 

apresentarem citoplasma de coloração vermelha. Assim, a concentração celular foi 



 

ajustada para 2 X 106 monócitos viáveis/mL após contagem em câmara 

hemocitométrica.  

 

4. Preparo do extrato-aquoso de células fúngicas 

 

A amostra Pb192 de P. brasiliensis foi cultivada em meio de cultura GPY, 

contendo 2% glicose, 1% peptona, 0,5% extrato de levedura e 2% de ágar por 

incubação a 36oC. As culturas foram utilizadas após 5 dias de cultivo para o preparo 

do extrato aquoso segundo o método de KURITA et al. (1993). O crescimento de um 

tubo de cultura de Pb192 foi retirado com alça de platina e colocado em frasco 

contendo 250 mL de GPY, sendo incubado a 36ºC com agitação constante de 140 

rpm por 7 dias. Após o período, o meio foi distribuído em frascos plásticos que foram 

centrifugados a 2500 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o 

precipitado fúngico pesado, sendo adicionado volume de água destilada estéril 

suficiente para obtenção de suspensão fúngica a 10%. A seguir, a suspensão foi 

autoclavada a 127ºC por 15 minutos e deixada em repouso por três dias à 

temperatura ambiente. Após esse período, os frascos contendo essa suspensão 

foram centrifugados a 2500 rpm por 15 minutos, o sobrenadante retirado com 

esterilidade e denominado extrato aquoso. As alíquotas desse extrato foram 

armazenadas a – 20ºC até o momento de uso. 

    

5. Avaliação da atividade fungicida 

 

5.1.  Padronização da concentração de Interferon-ga ma para estudo da 

atividade fungicida 

Monócitos, obtidos conforme descrito no item 3, foram cultivados na presença 

ou ausência de diferentes concentrações (10, 20, 50, 100 e 200 UI/mL) de 

Interferon-gama (R & D Systems) por 24h a 37oC em placas de 96 orifícios e fundo 

plano (Linbro, Flow Lab, USA). A seguir, os orifícios da placa foram lavados com 

meio RPMI completo e os monócitos desafiados com células leveduriformes de P. 

brasiliensis, previamente incubadas com meio RPMI suplementado com 10% de 

soro humano autólogo não inativado, na proporção fungo:monócito de 1:50 (culturas 

experimentais). Alguns orifícios da placa de cultura receberam apenas as 

suspensões de células fúngicas, diluídas em RPMI, e em concentrações 

equivalentes às utilizadas na incubação com os monócitos (culturas controles). Após 



 

o período de 4h, os sobrenadantes das culturas foram coletados e as células 

submetidas a diversas lavagens com água destilada estéril. Este processo permite 

que os monócitos sejam removidos da placa e lisados, com conseqüente liberação 

dos fungos que foram, eventualmente, fagocitados. As suspensões obtidas através 

desse processo foram adicionadas aos sobrenadantes já coletados e consideradas 

como culturas experimentais. O mesmo procedimento foi realizado com as 

suspensões controles, contendo apenas o fungo. Ao final do processo, o material 

obtido a partir de lavagens das culturas controles e das experimentais com água 

destilada, contendo fungos viáveis ou não, foi centrifugado e ressuspendido em 

volume de água destilada que permita o crescimento de, no máximo, 200 colônias 

de fungos por placa, tornando a leitura da mesma mais sensível. Em seguida, 100 

µL das suspensões fúngicas em água destilada foram semeados em três placas 

contendo meio de cultura ágar infusão de cérebro-coração (BHI-ágar – Difco Lab., 

Michigan, USA), suplementado com 4% de soro de cavalo e 5% de extrato aquoso 

preparado segundo KURITA et al. (1993), conforme descrito no item 4. A suspensão 

foi semeada, com auxílio de bastões de vidro em forma de L, por toda a superfície 

do meio de cultura. A seguir, as placas foram incubadas em estufa a 36°C por 14 

dias. A recuperação de fungos viáveis foi determinada através da contagem das 

unidades formadoras de colônias (UFC) após 14 dias de semeadura e calculada 

através da seguinte fórmula: 

 

 

% de recuperação = Média das UFC das culturas exper imentais  x 100 

de fungos viáveis         Média das UFC das cultura s controles 

 

5.2. Avaliação do efeito do soro humano sobre a via bilidade de P.brasiliensis 

 

Com o objetivo de avaliar se o soro humano poderia exercer efeito tóxico 

sobre a viabilidade de P. brasiliensis, células leveduriformes da amostra Pb18 de P. 

brasiliensis foram previamente incubadas por 30 minutos a 37oC na ausência de 

soro (SS) ou na presença de pool de soro humano normal, inativado por 

aquecimento a 56oC (SI) ou soro fresco, não submetido à inativação do sistema 

complemento (SF), nas concentrações de 5%, 10%, 20% e 30% em meio de cultura 

RPMI.  Em seguida as suspensões fúngicas foram plaqueadas em meio BHI-ágar 



 

para avaliação da viabilidade por meio da recuperação dos fungos viáveis, conforme 

descrito no item 5.1. 

 

5.3. Efeito do soro humano sobre a atividade fungic ida de monócitos contra 

P.brasiliensis 

 

Monócitos, obtidos conforme descrito no item 3, foram cultivados na presença 

ou ausência de 100 UI/mL de Interferon-gama (R & D Systems) por 24h a 37oC e 5% 

de CO2 em placas de 96 orifícios e fundo plano (Linbro, Flow Lab, USA). A seguir, os 

orifícios da placa foram lavados com meio RPMI completo e os monócitos 

desafiados com células leveduriformes viáveis de P. brasiliensis na proporção 

fungo:monócito de 1:50. As células leveduriformes da amostra Pb18 de P. 

brasiliensis foram previamente incubadas por 30 minutos a 37oC na ausência de 

soro (SS) ou na presença de pool de soro humano normal, inativado por 

aquecimento a 56oC (SI) ou soro fresco, não submetido à inativação do sistema 

complemento (SF), nas concentrações de 5%, 10%, 20% e 30% em meio de cultura 

RPMI.  Em seguida, as co-culturas contendo monócitos e fungo foram plaqueadas 

em meio BHI-ágar, conforme descrito no item 5.1. A atividade fungicida (AF) dos 

monócitos foi determinada após 14 dias de semeadura e calculada através da 

seguinte fórmula:  

 

AF = 1 – [ Média das UFC das culturas experimentais  ] x 100 

Média das UFC das culturas controles 

 

6. Determinação de peróxido de hidrogênio (H 2O2) por monócitos 

 

A produção de H2O2 foi determinada segundo o método descrito por Pick & 

Mizel (1981) e adaptado por Russo et al. (1989). 

 As células mononucleares do sangue periférico de indivíduos saudáveis foram 

obtidas de acordo com o ítem 3 e incubadas por 24h na ausência ou presença de 

100 UI/mL de Interferon-gama (R&D Systems) a 37 ºC em tensão constante de 5% 

de CO2 . Após incubação, a placa foi lavada com meio RPMI completo e as células 

aderentes foram desafiadas com células leveduriformes viáveis de P. brasiliensis na 

proporção fungo:monócitos de 1:1 e 1:50. As células leveduriformes da amostra 

Pb18 de P. brasiliensis foram previamente incubadas por 30 minutos a 37oC na 



 

ausência de soro (SS) ou na presença de pool de soro humano normal, inativado por 

aquecimento a 56oC (SI) ou soro fresco, não submetido à inativação do sistema 

complemento (SF), na concentração de 10% em solução tampão vermelho fenol. Em 

seguida, foram adicionados, a cada orifício, 100 µL de solução tampão contendo: 

140 mM de NaCl; 10 mM de tampão fosfato, pH 7; 5,5 mM de dextrose; 0,56 mM de 

vermelho fenol; 0,01 mg/mL de peroxidase tipo ll (Sigma, Chemical Co USA) e 1 mg 

de Phorbol myristate acetate (PMA - Sigma). Após 60 minutos a 37°C a reação foi 

interrompida pela adição de 10 µL de NaOH 1 N. As amostras foram ensaiadas em 

triplicata. A densidade óptica de cada orifício da placa foi determinada em leitor 

automático de ELISA, com filtro de 620 nm, com blank constituído de 100 uL de 

solução de vermelho fenol e 10 uL de NaOH 1 N. Os resultados foram expressos em 

nanomoles de H2O2/2x105 monócitos, a partir de curva padrão preparada em cada 

ensaio, e constituída por concentrações molares conhecidas de H2O2 em tampão 

vermelho fenol. 

 

7. Análise estatística 

 

Os resultados da padronização da concentração de IFN-γ para ativação de 

monócitos, produção de H2O2 e avaliação da atividade fungicida dessas células 

contra células leveduriformes de P. brasiliensis foram avaliados por análise de 

variância (ANOVA) para amostras dependentes, empregando-se o programa 

estatístico INSTAT, Graph Pad, San Diego, CA, USA, 2000. O nível de significância 

adotado foi de 5%.  

 

Resultados e Discussão 

 

1. Padronização da concentração de IFN-gama para av aliação da atividade 

fungicida de monócitos contra P.brasiliensis 

  

 Na Figura 1 são apresentados os resultados da percentagem de atividade 

fungicida obtidos nas culturas de monócitos desafiados com o fungo em relação às 

culturas controle, contendo apenas o fungo.  

 

 

 



 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Atividade fungicida de monócitos humanos estimulados ou não com diferentes 

concentrações de Interferon-gama e desafiados com células leveduriformes de P. brasiliensis tratadas 

com meio RPMI suplementado com 10% de soro humano não inativado. Os resultados são expressos 

em valores da média + SD obtida de 5 ensaios independentes 

* (p < 0.05) versus Mo, Mo+IFN200, Mo+IFN20, Mo+IFN10. 

 

Os resultados da padronização da atividade fungicida de monócitos mostram 

que o IFN-γ tem efeito dose-dependente sobre a capacidade dos monócitos 

matarem o P. brasiliensis. A concentração de 100 UI da citocina induziu valores 

significativamente mais elevados em comparação ao tratamento das células com as 

doses de 10, 20, 200 UI/mL de IFN-γ e da cultura não estimulada. Em vista desses 

resultados, utilizamos a concentração de 100 UI/mL de IFN-γ nos estudos para 

avaliar o efeito da opsonização de P. brasiliensis com soro humano sobre a atividade 

fungicida de monócitos. 

 

2. Avaliação do efeito do soro humano sobre a viabi lidade de P. 

brasiliensis 

 

 Células leveduriformes de P. brasiliensis foram previamente incubadas por 30 

minutos a 37oC na ausência de soro (SS) ou na presença de pool de soro humano 

normal, inativado por aquecimento a 56oC (SI) ou soro fresco, não submetido à 

inativação do sistema complemento (SF), nas concentrações de 5%, 10%, 20% e 

30% em meio de cultura RPMI. Em seguida as suspensões fúngicas foram 

plaqueadas em meio BHI-ágar para avaliação da viabilidade por meio da 

recuperação dos fungos viáveis. 
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Na Figura 2 observa-se que o número de unidades formadoras de colônia 

(UFC) de fungos viáveis recuperados após tratamento com SF e SI foram 

semelhantes aos dos fungos não opsonizados com soro humano. Os resultados 

mostraram que a adição de SF ou de SI em diferentes concentrações a culturas de 

P. brasiliensis não interfere com a viabilidade do fungo. 
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Figura 2.  Efeito do soro humano não inativado (SF) ou inativado por aquecimento a 56oC (SI) sobre 

o cultivo de Paracoccidioides brasiliensis (Pb). Células leveduriformes da amostra Pb18 foram 

cultivadas na presença ou ausência de SF e SI nas concentrações de 5, 10, 20 e 30% em meio 

RPMI por 4h a 37oC e em seguida plaqueadas em meio BHI-ágar para avaliação da viabilidade por 

meio da recuperação dos fungos viáveis. Os resultados representam a média + SD de 10 

experimentos independentes. 

  

A manutenção de formas viáveis de P. brasiliensis após tratamento do fungo 

com soro humano confirma resultados anteriores de que componentes do sistema 

complemento são ativados pelo fungo e se ligam à superfície da célula fúngica. 

MUNK & DA SILVA (1992) mostraram que diferentes componentes do sistema 

complemento e seus produtos de clivagem se depositam sobre a superfície da 

amostra Pb18 de P. brasiliensis. A incubação de células leveduriformes de Pb18, 

opsonizadas com soro humano normal, mostrou que Pb18 ativa o complemento in 

vitro e liga C3 e fragmentos C3c, C3d, C3g, fator H, fator B, C4 e C5b-9 em sua 

superfície. A análise microscópica por imunofluorescência mostrou padrão de 

distribuição uniforme desses componentes em mais de 80% das células de Pb18. A 

ligação desses componentes à superfície da célula fúngica não exerce efeito sobre 

a viabilidade do P. brasiliensis. Em trabalho recente, VILANI-MORENO et al. (2007) 

verificaram que Lacazia loboi, agente etiológico da Doença de Jorge Lobo, micose 

subcutânea crônica, ativa o complemento pela via alternativa, levando ao depósito 

do componente C3 na parede celular, sem causar alteração da viabilidade do fungo.  



 

  

3. Efeito do soro humano sobre a atividade fungicid a de monócitos contra 

P.brasiliensis 

 

Os resultados da Figura 3 mostram que monócitos cultivados na presença ou 

ausência de IFN-γ e desafiados com Pb18 não opsonizado (SS) ou opsonizado com 

diferentes concentrações de SI não apresentam atividade fungicida. Entretanto, 

essas células pré-tratadas com IFN-γ e desafiadas com o fungo opsonizado com SF 

nas concentrações de 10% e 20% apresentam atividade fungicida 

significativamente mais elevada do que quando o fungo é opsonizado com 5 e 30% 

de SF ou com diferentes concentrações de SI e, também maior em comparação 

com células não estimuladas com IFN-γ e desafiadas com Pb18 opsonizado com 

SF. O desafio de monócitos não ativados por IFN-γ com Pb18 opsonizado com 10% 

e 20% de SF induziu aumento significativo da atividade fungicida em comparação 

às co-culturas desafiadas com o fungo não opsonizado ou opsonizado com as 

mesmas concentrações de SI (Figura 3).  
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Figura 3 . Atividade fungicida de monócitos humanos estimulados ou não com 100 UI/mL de 

Interferon-gama (IFN-γ) por 24 h a 37oC e desafiados por 4h com células leveduriformes de P. 

brasiliensis pré-tratadas com meio RPMI sem soro (SS), RPMI com soro humano não inativado (SF) 

ou RPMI com soro humano inativado (SI) nas concentrações de 5, 10, 20 e 30% e na proporção 

fungo:monócito de 1:50.  Os valores representam a média + SD dos resultados obtidos de 10 

indivíduos saudáveis. 

* p<0,05 versus 5% e 30% (SF);  

+ p < 0,05 (SF versus SI, SS); 

com IFN sem IFN 

* +  
* +  

 +  
 +  

+ #  + #  



 

# p < 0,001 (c/IFN x s/IFN) 

 

O efeito do tratamento das células com IFN-γ sobre a atividade fungicida de 

monócitos desafiados com Pb18 opsonizado com SF, SI ou não opsonizado (SS) 

pode ser melhor visualizado na Figura 4.  
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Figura 4 . Atividade fungicida de monócitos humanos estimulados ou não com 100 UI/mL de 

Interferon-gama (IFN-γ) por 24h a 37oC e desafiados por 4h com células leveduriformes de 

P. brasiliensis pré-tratadas com meio RPMI sem soro (SS), RPMI com 10% de soro humano 

não inativado (SF) ou RPMI com 10% soro humano inativado (SI) e na proporção 

fungo:monócito de 1:50.  Os valores representam a média + SD dos resultados obtidos de 

10 indivíduos saudáveis. 

* p<0,01 versus SF-IFN; SI (IFN+ e IFN-); SS (IFN+ e IFN-);  

+ p < 0,01 versus SI (IFN+ e IFN-); SS (IFN+ e IFN-)  

 

A análise dos resultados revela que monócitos previamente tratados ou não 

com IFN-γ e desafiados com Pb18 opsonizado com soro fresco, não inativado (SF), 

apresentaram capacidade fungicida significativamente mais elevada em relação às 

células desafiadas com o fungo não opsonizado (SS) ou tratado com soro inativado 

(SI). Esses resultados sugerem que a ativação de monócitos com IFN-γ aumenta a 

capacidade fungicida dessas células contra o fungo, quando as células fúngicas são 

opsonizadas pelo sistema complemento. Atividade fungicida eficiente só é obtida 

após ativação de monócitos com IFN-γ ou após ação sinérgica de IFN-γ e TNF-α 

(CALVI et al., 2003; CARMO et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2007). A atividade 

fungicida de macrófagos derivados de monócitos contra Histoplasma capsulatum 

mostrou ser dependente da concentração de IFN-γ para ativação dessas células 

(BRUMMER et al., 1991). VECCHIARELLI et al. (1989) demonstraram que 

*  

+ 



 

macrófagos alveolares humanos e monócitos do sangue periférico são capazes de 

matar Candida albicans após ativação com IFN-γ, Interleucina-1 ou 

Lipopolissacáride (LPS).   

Já está bem estabelecido na literatura, que uma eficiente atividade fungicida 

de monócitos e macrófagos está relacionada com a produção de níveis elevados de 

TNF-α, detectados após pré-ativação com IFN-γ, resultando na morte de 

microrganismos tais como Listeria monocytogenes (LANGERMANS et al., 1992), 

Leishmania major (GREEN et al., 1990) e H. capsulatum (WU-HSIEH et al., 1992). 

Além disso, um efeito sinérgico de ambas citocinas é necessário para ativar 

monócitos do sangue periférico para killing de Legionella pneumophila (MATSIOTA-

BERNARD et al., 1993), Leishmania donovani (REINER et al., 1995) e Coccidioides 

immitis (BEAMAN, 1991).  

Estudos sobre os mecanismos envolvidos na atividade fungicida de 

monócitos humanos contra P. brasiliensis demonstraram a participação de H2O2 no 

mecanismo efetor dessas células após ativação com IFN-γ e TNF-α.  Segundo 

CALVI et al. (2003) H2O2 parece ser um metabólito importante para a atividade 

fungicida de monócitos estimulados por IFN-γ e TNF-α e CARMO et al. (2006), 

atribuíram a atividade fungicida de monócitos humanos, estimulados por TNF-α ou 

TNF-α associado a IFN-γ sobre Pb18 à produção de H2O2 , uma vez que esse 

processo foi inibido significativamente na presença de catalase. 

Ao contrário da literatura, nossos resultados mostram que monócitos não 

estimulados com IFN-γ e desafiados com Pb18 tratado com soro fresco apresentam 

atividade fungicida significativamente mais elevada em comparação com células 

estimuladas ou não com IFN-γ e desafiadas com o fungo tratado com soro inativado 

ou sem soro. Essa atividade, embora significativamente menor do que a obtida após 

tratamento com IFN-γ indica o importante papel do sistema complemento na 

atividade fungicida contra o P. brasiliensis.  

O sistema complemento participa na defesa contra infecções fúngicas, 

promovendo quimiotaxia, opsonização das leveduras e fagocitose por células 

inflamatórias (GRUBER et al., 1998; LEVITZ, 2002; TRIEBEL et al., 2003). A 

fagocitose de C. albicans e de C. neoformans é dependente da opsonização do 

fungo por componentes do complemento e, é acentuadamente reduzida após 

inativação do soro por aquecimento a 56oC (BOLANOS & MITCHELL, 1989; 

FERRANTE & THONG, 1979; KOZEL et al., 1988). 



 

A opsonização é um pré-requisito para a fagocitose por monócitos, 

macrófagos e células polimorfonucleares (STURTEVANT & LATGÉ, 1992). 

Portanto, a deposição do componente C3 e sua degradação na parede celular de 

fungos patogênicos se constitui no evento central da interação entre o fungo e o 

hospedeiro humano (SPETH et al., 2004). Vários trabalhos têm mostrado que 

macrófagos humanos expressam o receptor para complemento CR3, que 

reconhece iC3b, o fragmento de C3 predominante em fungos opsonizados com soro 

humano como C. neoformans (KELLY et al., 2005; ZARAGOZA et al., 2003) e 

Blastomyces dermatitidis (ZHANG & KLEIN, 1997; ZHANG et al., 2001). 

 

4. Produção de peróxido de hidrogênio (H 2O2) por monócitos humanos 

contra P. brasiliensis 
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Figura 5.  Produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) por monócitos humanos estimulados ou não 

com 100 UI/mL de Interferon-gama (IFN-γ) por 24 h a 37oC e desafiados por 60 min com células 

leveduriformes de P. brasiliensis pré-tratadas com meio RPMI sem soro (SS), RPMI com 10% de 

soro humano não inativado (SF) ou RPMI com 10% soro humano inativado (SI), na proporção 

fungo:monócito de 1:1 e de 1:50.  Os valores representam a média + SD dos resultados obtidos de 

15 indivíduos saudáveis. 

* (p<0,05) versus controle; 

+ (p<0.05) versus IFN- ; 

# (p<0,05) versus 1:50; @ (p<0.05) versus SS 

A pesquisa da liberação de H2O2 mostrou que monócitos desafiados com P. 

brasiliensis produzem níveis significativamente mais elevados de H2O2 quando o 

fungo é opsonizado com SF ou SI em relação aos fungos não opsonizados (SS). 

Monócitos previamente estimulados com IFN-γ produzem níveis mais elevados 

*  

*  

*  

*  + 

*  

*  

*  + #  @ 

*  

*  *  *  
*  

*  + #  @ 



 

desse metabólito em comparação aos não estimulados com a citocina. Além disso, 

a proporção fungo-monócito de 1:1 induz níveis mais elevados de H2O2 do que a 

proporção 1:50 (Figura 4). Estudos sobre os mecanismos envolvidos na atividade 

fungicida de monócitos humanos contra P. brasiliensis apontam para a participação 

de H2O2 no mecanismo efetor dessas células após ativação com IFN-γ e TNF-α.  

Segundo CALVI et al. (2003), H2O2 parece ser um metabólito importante para a 

atividade fungicida de monócitos estimulados por IFN-γ e TNF-α representando uma 

das principais moléculas envolvidas em mecanismos microbicidas e tumoricidas 

destas células. CARMO et al. (2006), atribuíram a atividade fungicida de monócitos 

humanos, estimulados por TNF-α ou TNF-α associado ao IFN-γ sobre Pb18 à 

produção de H2O2, uma vez que esse processo foi inibido significativamente na 

presença de catalase.  

A maior liberação de H2O2 e mais eficiente atividade fungicida, detectadas 

após estímulo dos monócitos com IFN-γ, reforçam trabalhos anteriores realizados 

em nosso laboratório, que associaram a atividade fungicida contra o P. brasiliensis 

à produção de H2O2, pelos monócitos ativados com IFN-γ. 

Em conjunto, os resultados sugerem que o soro humano não inativado 

contém componentes do sistema complemento, importantes para ativação de 

monócitos e indução de atividade fungicida eficiente contra P. brasiliensis. 

Considerando que o P. brasiliensis ativa o complemento pela via alternativa (MUNK 

& DA SILVA, 1992), estudos envolvendo componentes dessa via de ativação e seus 

receptores na superfície de monócitos permitirão melhor compreensão dos 

mecanismos envolvidos na ativação de monócitos pelo P. brasiliensis e sua 

importância na relação patógeno-hospedeiro.  

 

Conclusões 

 

• A concentração de IFN-γ que induziu o desenvolvimento da atividade fungicida 

mais eficiente foi a de 100 U/mL 

 

• A adição tanto do soro não inativado, quanto inativado não interfere na 

viabilidade do fungo. 

 

• Soro humano não inativado contém componentes do complemento, importante 

para a ativação e indução da atividade fungicida. 



 

 

• Células previamente ativadas com IFN-γ e desafiadas com células 

leveduriformes de P. brasiliensis opsonizadas com soro fresco e soro inativado 

apresentam altos níveis de produção de H2O2, representando uma importante 

molécula na ativação da atividade fungicida. 
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