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1. Resumo 

 

Rodrigues, D. R. Papel de neutrófilos humanos no direcionamento da resposta imune 

adaptativa do tipo Th1 contra o Paracoccidioides brasiliensis. 2013. 76f. Tese (Doutorado) - 

Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2013. 

 

A paracoccidioidomicose é uma micose sistêmica causada pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis 

(Pb), endêmica na América Latina. A resposta imune inata do hospedeiro contra o fungo já foi bem 

caracterizada e vários estudos demonstraram claramente a importância do papel desempenhado 

pelas células fagocíticas. O nosso laboratório têm estudado a relação entre os neutrófilos humanos 

(PMNs)/Pb, concentrando objetivos nos mecanismos efetores destas células contra o fungo. No 

entanto, nos últimos anos, os estudos demonstraram que, em adição às suas funções fagocíticas e 

“killing”, os PMNs podem modular e instruir a resposta imune, uma vez que estas células têm sido 

mostradas liberando e produzindo várias citocinas. Assim, avaliamos se PMNs estimulados com Pb 

podem modular a resposta imune para um padrão de resposta do tipo Th1, através da produção de 

IFN- (IFN-gama), bem como o papel dos "receptores de reconhecimento de estruturas moleculares 

padrões” (PRRs), tais como o TLR2, TLR4 e Dectina-1 nesta produção. Além disso, foi perguntado 

se a ativação das células com as citocinas IL-12, IL-15 e IL-18 poderiam resultar em níveis 

aumentados dessa citocina. Os PMNs foram obtidos do sangue periférico de 20 dadores saudáveis e 

foram ativados ou não com IL-12, IL-15 ou IL-18 em diferentes concentrações e desafiados com a 

cepa (Pb18) durante 2h, 4h, 12h, 24h e 48h e avaliados para a produção de IFN-, por meio de 

ELISA. Em outros experimentos, os PMNs foram tratados com anticorpos monoclonais anti-TLR2, 

TLR4 e Dectina-1, estimulados com Pb e avaliados para a produção de IFN-. Descobrimos que o 

Pb induz PMNs humanos para produção de IFN-, provavelmente por ligação aos receptores TLR4 

e Dectina-1 expressos por estas células. Além disso, os níveis de IFN- foram significativamente 

aumentado, quando as células foram ativadas com cada uma das citocinas testadas, ou uma 

combinação de duas delas, sendo a associação de IL-12 mais IL-15, a mais eficaz. Os resultados 

apoiam a hipótese de que durante a infecção por Pb, PMNs humanos via produção de IFN- 

modulam a resposta imune adaptativa para um padrão de resposta do tipo Th1. 

 

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, Neutrófilos humanos, IFN-, PRRs, resposta Th1  
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2. Abstract 

 

Rodrigues, D. R. Role of human neutrophils in directing the adaptive immune response Th1 

against Paracoccidioides brasiliensis. 2013. 76f. Thesis (Ph.D.) - Botucatu School of Medicine, 

Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2013. 

 

Paracoccidiodomycosis is a systemic mycosis caused by the fungus Paracoccidioides brasiliensis 

(Pb), which is endemic in Latin America. The host innate immune response against the fungus has 

been well characterized and several studies have clearly shown the important role played by 

phagocytic cells. Our laboratory has studied the relationship between human neutrophils (PMNs)/ 

Pb, focusing the effector mechanisms of these cells against the fungus. However, in last years, 

studies have shown that in addition to their phagocytic and killer functions, PMNs can modulate 

and instruct the immune response, since these cells have been shown to produce and release several 

cytokines. Thus, we evaluated whether PMNs stimulated with Pb can modulate the immune 

response to a Th1 phenotype through the production of IFN- (IFN-gamma), as well as the role of 

“pattern-recognition receptors” (PRRs) such as TLR2, TLR4 and Dectin-1 in this production. 

Furthermore, we asked whether activation of the cells with the cytokines IL-12, IL-15 and IL-18 

could result in increased levels of this cytokine. Peripheral blood PMNs obtained from 20 healthy 

donors were nonactivated or activated with IL-12, IL-15 or IL-18 in different concentrations and 

challenged with strain 18 Pb (Pb18) for 2h, 4h, 12h, 24h and 48h and evaluated for IFN- 

production, by ELISA. In other experiments, PMNs were treated with monoclonal antibodies anti-

TLR2, TLR4 and Dectin-1, challenged with Pb and evaluated for IFN- production. We found that 

Pb induces human PMNs to produce IFN-, probably by binding to TLR4 and Dectin-1 receptors 

expressed by these cells. Moreover, IFN- levels were significantly increased when cells were 

activated with each of the tested cytokines or a combination of two of them, being the association 

IL-12 plus IL-15 the most effective. The results support our hypothesis that during infection by Pb, 

human PMNs via the of IFN- production modulate the adaptive immune response to a Th1 

response pattern. 

 

 Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, Human neutrophils, IFN-, PRRs, Th1 response  
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3. 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 Paracoccidiodes brasiliensis (P. brasiliensis), é um 

fungo dimórfico, que se apresenta sob a forma de levedura in vivo ou quando cultivado a 37ºC em 

meios de cultura enriquecidos, e na forma de micélio à temperatura ambiente com variação de 4 a 

28ºC  (Restrepo & Tóbon, 2005).  

Afeta principalmente trabalhadores rurais, que estão constantemente em contato com a 

vegetação e o solo. Na forma aguda da doença, jovens de ambos os sexos são afetados 

proporcionalmente. Porém, na forma crônica do adulto há predominância de homens com número 

reduzido de mulheres afetadas, sendo esse processo relacionado a um efeito protetor promovido 

pelos hormônios femininos. Estudos in vitro demonstram que estrógenos atuam inibindo a 

transformação de micélios ou conídios em leveduras, evento que proporciona a instalação da 

infecção (Restrepo et al., 1984; Salazar et al., 1988). Paralelamente, foi demonstrada a presença de 

receptores para estrógeno tanto na fase micelial como na leveduriforme do fungo (Loose et al., 

1983; Stover et al., 1986). 

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

presentes em água, plantas e solo, que penetrariam no hospedeiro pelas vias aéreas, atingindo 

primeiramente os pulmões, provocando o chamado complexo primário pulmonar. Esse processo 

pode evoluir para a cura ou tornar-se latente caracterizando a paracoccidioidomicose-infecção, 

identificada pela ausência de sinais ou sintomas clínicos, embora ocorra o desenvolvimento de uma 

resposta imune adaptativa, que pode ser evidenciada pelo teste intradérmico com paracoccidioidina
 

(Oliveira et al., 2002). Ao contrário, o processo pode progredir para a paracoccidioidomicose-

doença com conseqüente disseminação para outros órgãos como fígado, baço e adrenais pela via 

linfo-hematogênica (Franco et al., 1987; 1989). As manifestações clínicas da micose podem ser 

agrupadas em dois padrões que definem as formas aguda e crônica da doença. A aguda é 

habitualmente grave, de evolução rápida e compromete o sistema fagocítico mononuclear (baço, 

fígado, linfonodos e medula óssea).  A crônica 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 paracoccidioidomicose-infecção 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 
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caracterizar a resposta imune do hospedeiro infectado mostraram uma importante participação tanto 

da resposta imune inata como adaptativa (Benard, 2008; Calich et al., 2008a). 

Os mecanismos da resposta imune inata desempenham um importante papel no combate 

a fungos patogênicos. Dentre eles, destacam-se as células fagocítárias que participam como células 

efetoras diretas exercendo atividade fungicida/fungistática e como moduladoras da própria resposta 

inata assim como da resposta adaptativa que será desenvolvida posteriormente (Nicola et al., 2008). 

Dentro deste contexto, os estudos na paracoccidioidomicose têm se dedicado a avaliar 

principalmente o papel dos monócitos/macrófagos.  

No caso do P. brasiliensis, cuja infecção atinge primeiramente os pulmões, acredita-se 

que a resposta inicial seja mediada pelos macrófagos alveolares. Após serem inalados, os conídios 

do fungo são fagocitados por essas células e convertidos em leveduras (McEween et al., 1987). Esta 

fagocitose pode ocorrer através de receptores opsônicos e não opsônicos. Assim, estudos têm 

mostrado a participação do receptor para complemento (CR3)  (Calich et al., 1979) uma vez que o 

P. brasiliensis é capaz de ativar esse sistema pela via alternativa (Munk et al., 1992) ou pela via da 

lectina (Toledo et al., 2010), dos receptores do tipo Toll (TLRs) (Bonfim et al., 2009; Calich et al., 

2008b) ou ainda do tipo Manose (MR) (Popi et al., 2002).  

Após o processo de fagocitose, as atividades efetoras diretas dessas células, assim como 

as moduladoras, dependerão das complexas interações que serão estabelecidas com o fungo e com 

as outras células presentes no infiltrado inflamatório. Nesse sentido, citocinas liberadas pelos 

próprios macrófagos ou ainda por outras células como as NK, têm um papel primordial.  Estudos in 

vivo e in vitro mostraram que monócitos/macrófagos na presença de IFN-, TNF-, GM-CSF 

exercem atividade fungicida e ou fungistática contra o fungo (Brummer et al., 1988a e b, 1989; 

Calvi et al., 2003a e b; Cano et al., 1992a e b; Cano et al., 1998; Carmo et al., 2006; González et 

al., 2000; Moreira et al., 2008; Moscardi-Bacchi et al., 1994; Souto et al., 2000, Bannwart et al., 

2010). Por outro lado, citocinas que levam a uma desativação dessa resposta têm sido relatadas, 

como a IL-10, que bloqueia a ativação por IFN- ou TNF-α de macrófagos murinos (Moreira et al., 

2010) culminando com inibição da atividade fungicida dessas células. 

Esses estudos reforçam a idéia de que os macrófagos através da liberação de citocinas 

são importantes moduladores da resposta imune inata uma vez que de uma forma autócrina 

conseguem modular as suas próprias atividades antifúngicas e provavelmente as de outras células.  

De fato, estudos têm mostrado que monócitos liberam tanto citocinas pró como antiinflamatórias 

em resposta ao fungo (Kurokawa et al., 2007). Uma modulação positiva ou negativa dependerá do 

balanço entre a liberação de citocinas ativadoras como o TNF-α e o GM-CSF e as desativadoras 

como a IL-10. Esse processo parece estar vinculado principalmente à cepa do fungo e a sua 

capacidade de induzir a liberação de um ou outro tipo de citocina (Calvi et al., 2003a)  
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 A liberação de citocinas pró e antiinflamatórias pelos monócitos/macrófagos além de 

possibilitar que essas células influenciem a resposta inata, permitem considerar o potencial dessas 

células como moduladoras da resposta imune adaptativa. No entanto, não existem estudos na 

paracoccididiodomicose objetivando avaliar especificamente esse papel.  

Outro mecanismo regulador importante das atividades antifúngicas diretas e 

moduladoras das células fagocitárias envolve a ligação do fungo a determinados receptores de 

reconhecimento de estruturas moleculares padrões (PRRs). 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 (DCs). Estes incluem principalmente os 

receptores do tipo Toll (TLRs) e os receptores do tipo lectinas 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). 

             Os trabalhos citados mostram o interesse da literatura em estabelecer os papéis efetores e 

moduladores das células fagocíticas mononucleares murinas e humanas, desafiadas com o P. 

brasiliensis. No entanto, nos sítios inflamatórios da doença humana ( Franco et al , 1982),  e de 

diferentes modelos experimentais  ( Iabuki et al., 1979, Kerr et al.,1988, Calich, 1994) , tem sido 

encontrada uma infiltração maciça de PMNs, provavelmente como resultado da liberação de 

quimiocinas (Souto et al., 2003 ) que sugere-se,  possam ser liberadas  pelos macrófagos que  

estabeleceram um contato inicial com o fungo (Calich et al., 1985a). Assim, da mesma forma que 

os monócitos/macrófagos o papel dessas células deve merecer atenção por parte dos pesquisadores.  

Uma vez infiltradas essas células são extremamente importantes para os mecanismos de defesa do 

hospedeiro (Meloni-Bruneri et al. 1996) particularmente nos animais  com maior suscetibilidade à 

infecção (Pina et al., 2006; Souto et al., 2003).  

        Os PMNs são classicamente caracterizados como células de vida curta participando da 

resposta imune basicamente como células efetoras diretas contra os microrganismos. Assim, essas 

células após serem recrutadas ao local da infecção internalizam e destroem os agentes infecciosos 

pela formação sequencial de fagossomos, recrutamento de lisossomos e vários tipos de grânulos 

para liberação de enzimas proteolíticas/peptídeos microbicidas, e formação de radicais livres, para 

mediar a morte de patógenos endocitados (Segal, 2005; Nathan, 2006). Alguns estudos in vitro 

avaliaram o papel efetor dessas células contra o P. brasiliensis. Os primeiros mostraram que PMNs 

humanos não ativados apresentam atividade fungistática (Kurita et al., 1999) e fungicida contra o P. 

brasiliensis (Kurita et al., 2005). No entanto, esses efeitos antifúngicos são significativamente 

aumentados após a ativação com citocinas (Kurita et al., 1999; Kurita et al., 2000). Trabalho 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Souto%20JT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12875978
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semelhante realizado em nosso laboratório mostrou que PMNs não ativados não apresentam 

atividade fungicida contra o fungo. No entanto, uma significativa atividade fungicida é obtida após 

a incubação com IFN-γ, TNF-, GMCSF ou IL-15 (Rodrigues et al., 2007, Tavian et al., 2007). Os 

estudos ainda mostraram que os mecanismos efetores dos PMNs ativados contra o fungo envolvem 

a participação do ânion superóxido (O2
-
) e do peróxido de hidrogênio (H2O2). Por outro lado, 

fatores que levam a uma desativação dessas células têm sido relatados, como a IL-10, que bloqueia 

a ativação por IFN- ou TNF-α de PMNs humanos culminando com inibição da produção de H2O2 e 

consequentemente da atividade fungicida dessas células (Costa et al., 2007). 

Nos últimos anos, a visão limitada dos PMNs como células efetoras terminais e com 

limitada capacidade de orquestrar a resposta imune foi desafiada pela demonstração de que os 

PMNs sobrevivem muito mais do que inicialmente sugerido (Galli et al., 2011; Tofts et al., 2011) e 

podem ser induzidos a expressar genes que codificam importantes mediadores inflamatórios, 

(Colotta et al., 1992; Cassatella, 1999; Brinkmann et al., 2004; Amulic et al., 2012; Thomas  & 

Schroder , 2013).  

      Assim, em resposta ao dano tecidual ou na presença de agentes patogênicos, uma 

variedade de células do hospedeiro tais como monócitos, macrófagos, mastócitos, fibroblastos, 

queratinócitos, células endoteliais e epiteliais, produzem e secretam potentes mediadores 

inflamatórios e quimiotáticos para PMNs. Estes mediadores incluem IL-8 (IL-8, CXCL8), GROα 

(CXCL1) proteína 2 quimiotática de PMNs (GCP2, CXCL6) e leucotrieno B4 (LTB4) que se ligam 

a receptores específicos na superfície dos PMNs. Estes sinais quimiotáticos de PMNs os levam da 

circulação intravascular para os sítios de lesão ou infecção nos tecidos, resultando num rápido 

influxo e acúmulo dessas células. A produção destes fatores quimiotáticos modula os PMNs que 

coordenam a participação de outros tipos celulares, como monócitos, macrófagos, DCs e linfócitos, 

proporcionando assim uma importante ligação entre a resposta imune inata e adaptativa (Kevin et 

al., 2011). Silva & Correia-Neves (2012), reforçaram essa idéia relatando que PMNs, monócitos, 

macrófagos e DCs exercem suas funções de forma cooperativa, no sentido de induzir a defesa do 

hospedeiro contra infecções microbianas. Assim, os PMNs, células efetoras do sistema imune inato 

ressurgiram como componentes reguladores do sistema imune adaptativo o que conduziu a um 

renovado interesse em sua biologia, particularmente na sua capacidade de secretar e liberar 

citocinas (Nathan, 2006; Mantovani et al., 2011).  

      A produção de citocinas por PMNs é controlada por mecanismos reguladores que atuam 

em diferentes níveis, incluindo transcrição, estabilidade ou tradução do mRNA, bem como a 

secreção de proteínas (Cassatella, 1999). Estas células, seja espontaneamente ou após estímulos, 

expressam e/ou produzem citocinas próinflamatórias (IL-18, IL-1, IL-6, IL-7, IL-17, TNF), 

citocinas anti-inflamatórias (IL-4, IL-10, TGFβ1, TGFβ2), citocinas imunoreguladoras (IFN-γ, IFN-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Amulic%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22224774
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thomas%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23540649
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schroder%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23540649
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, IL-12, IL-23) e fatores estimuladores de colônias de granulócitos (GM-CSF, G-CSF, M-CSF, IL-

3). PMNs também secretam quimiocinas e numerosos fatores angiogênicos (HB-EGF, HGF, FGF2, 

TGF-, VEGF, prokineticin 2). A expressão e/ou produção destes fatores têm sido comprovados 

não só por meio de técnicas de expressão genética, mas também por imunohistoquímica, ELISA ou 

em ensaios biológicos, realizados com células humanas e/ou de camundongos (Cassatella, 1999; 

Jaillon et al., 2013; Scapini et al., 2008). 

      Vários trabalhos têm mostrado que uma resposta adaptativa protetora contra o P. 

brasiliensis depende de um padrão de resposta do tipo Th1 envolvendo citocinas como IFN-, TNF-

 e IL-12 (Arruda et al., 2002; Calich et al., 1998; Romano et al., 2002).  

        O IFN- tem um papel crucial no direcionamento de uma resposta Th1. A síntese inicial 

dessa citocina parece ser requerida para a geração de IL-12, essencial para a diferenciação dessas 

células. Assim, a produção de IFN- durante a resposta imune inata garantiria um direcionamento 

para esse padrão de resposta adaptativa. As principais células envolvidas na produção de IFN-γ 

durante a resposta imune inata são as NK. No entanto, dentro da idéia de que os PMNs podem ter 

um importante papel na instrução da resposta imune adaptativa, alguns estudos mostram que essas 

células também podem constituir fontes importantes dessa citocina (Yoshimoto et al., 1997; 

Munder et al., 1998; Woerly et al., 1999; Fehniger et al., 2000; Ethuin et al., 2001; Ariel et al., 

2002).   

      Com base no exposto, podemos hipotetizar que, além de seu papel efetor, os PMNs 

podem modular a resposta imune ao P. brasiliensis, favorecendo o estabelecimento de uma resposta 

adaptativa do tipo Th1, nitidamente protetora na paracoccidioidomicose. Esse processo pode 

ocorrer após a ligação do P.brasiliensis a essas células via um determinado PRR que emitiria sinais 

de ativação para a produção especificamente de IFN-, e pode ser modulado por citocinas 

produzidas pelos próprios PMNs, que atuariam de uma forma autócrina, ou por outras células, como 

os macrófagos. Sugere-se que as citocinas mais importantes nesse processo são a IL-12, IL-15 e IL-

18 já descritas como estimuladoras da atividade de células NK (Kawakami et al., 1997; Qureshi et 

al., 1999; Fehniger et al. 2000). 
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4. Objetivos 

 

 

A) Avaliar se PMNs humanos desafiados com o P. brasiliensis produzem IFN-. 

 

B) Avaliar a participação de receptores de reconhecimento de estruturas padrões como TLR2, TLR4 

e Dectina-1 sobre a produção desta citocina em resposta ao fungo.  

 

C) Avaliar o efeito das citocinas IL-12, IL-15 e IL-18 sobre essa produção.  
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5. Casuística e Métodos 

 

5.1. Casuística 

 

     Foram avaliados PMNs do sangue periférico de 20 indivíduos saudáveis, doadores de 

sangue do Hemocentro 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. 

 

5.1.1. Comitê de Ética em Pesquisa 

 

    Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina 

de Botucatu, UNESP - SP (OF. 111/2010 - CEP). 

 

5.2. Isolamento de PMNs humanos a partir do sangue periférico 

 

       Foram coletados 20mL de sangue periférico por indivíduo, em tubos estéreis contendo 

40U/mL de heparina (Liquemine-Roche). As células foram obtidas por meio da centrifugação dos 

tubos em gradiente de Histopaque (Sigma-Aldrich) de densidades 1119 e 1083g/mL por 30 minutos, 

460g, 25ºC. O anel rico em células polimorfonucleares foi coletado e as células lavadas com meio 

de cultura RPMI 1640 suplementado com 2mM de L-glutamina, 40g/mL de gentamicina (Sigma-

Aldrich), por 10 minutos, 350g, 4ºC. 

 

5.3. Purificação de PMNs humanos a partir da suspensão de células polimorfonucleares  

  

       Para a obtenção de suspensão purificada de PMNs a partir da população de células 

polimorfonucleares obtidas no item 5.2, utilizamos a técnica na qual anticorpos monoclonais são 

acoplados a microesferas magnéticas (“magnetic cell sorting” - MACS Miltenyi Biotec). O kit 

utilizado foi o CD16
+
 (MicroBeads human - Miltenyi Biotec), pois utilizamos como marcador da 

população de PMNs a molécula CD16. Inicialmente a suspensão celular foi ressuspendida em 

tampão PBS pH 7.2, 0.5% BSA e 2 mM EDTA obtido através da diluição do reagente “MACS BSA 

Stock solution” em “autoMACS Rinsing Solution” em um proporção de 1:20, seguida por 

centrifugação por 10 minutos, 300g, 4ºC. Após, a suspensão foi incubada por 30 minutos (4 - 8ºC) 

em solução de anticorpo monoclonal anti-CD16 acoplado a esferas magnéticas seguida pela 

colocação da suspensão em colunas acopladas a uma plataforma magnética. Assim, as células 
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CD16
+
 ficaram retidas na coluna (seleção positiva). Após a remoção da coluna do campo 

magnético, as células CD16+ retidas foram eluídas e ressuspendidas em meio de cultura RPMI 

1640 suplementado com 2mM de L-glutamina, 40g/mL de gentamicina (Sigma-Aldrich) e 10% de 

soro bovino fetal (LGC Systems) (Meio de Cultura de Células Completo: MCCC). A contagem de 

células viáveis foi realizada através de coloração com azul tripan. A concentração foi ajustada para 

2x10
6
 PMNs/mL de MCCC e/ou para 1x10

6
 PMNs/mL de MCCC, com posterior plaqueamento das 

células em placas de microculturas de 96 orifícios (100L/orifício) ou em placas de macroculturas 

de fundo chato de 24 orifícios (1000L/orifício). As células foram incubadas, em tensão de 5% de 

CO2 a 37C, com diferentes estímulos e/ou bloqueios, na dependência do ensaio a ser realizado. 

        

 

5.4. Cultivo do Paracoccidioides brasiliensis 

 

    Foi utilizada a cepa de alta virulência de P. brasiliensis (Pb18) mantida em nosso 

laboratório através de cultivo em meio GPY, (2% de glicose, 1% de peptona e 0,5% de extrato de 

levedura à 37ºC), em tubos de 20 x 20mm, com subcultivos semanais. As cepas de P. brasiliensis 

foram utilizadas após 5 ou 6 dias de cultivo.  

 

5.5. Teste de viabilidade e obtenção das suspensões do P. brasiliensis 

 

    Células leveduriformes de P. brasiliensis foram cultivadas conforme descrito 

anteriormente. Após 5 ou 6 dias, essas células foram coletadas  da superfície de cultivo com auxílio 

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

aproximadamente 10mL de meio RPMI1640 (Sigma-Aldrich), com posterior homogeneização em 

agitador de tubos tipo Vortex por 30 segundos. Em seguida, as suspensões celulares foram mantidas 

durante 5 minutos a 37ºC para sedimentação de grumos não desfeitos durante a agitação.  

    Após este período, os sobrenadantes dessas suspensões foram coletados, sendo utilizada 

uma alíquota para contagem em câmara hemocitométrica tipo Neubauer, utilizando microscópio 

com contraste de fase, seguido do ajuste da concentração para 4x10
4 

e/ou 2x10
4
 células 

leveduriformes/mL. Foram consideradas como células viáveis as que apresentaram aspecto 

brilhante (refringente), uma vez que as células mortas apresentam-se com coloração escura. Foram 

utilizadas suspensões com viabilidade maior ou igual 90%. 
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5.6. Avaliação da produção de IFN- por ELISA  

 

       A quantificação de IFN- nos sobrenadantes pela técnica de ELISA foi realizada de 

acordo com o protocolo do fabricante (kit DuoSet - Human IFN- - R&D Systems). 

 

5.7. Avaliação do efeito da incubação de PMNs humanos com as citocinas IL-12, IL-15 e IL-18 

sobre a produção de IFN- em resposta ao desafio com P. brasiliensis  

 

    Culturas de células na concentração de 2x10
6
/mL foram desafiadas com Pb18 na 

concentração de 4x10
4 

leveduras/mL (relação fungo/PMN 1:50) na presença das citocinas IL-12 (5, 

10, 20, 50 e 100ng/mL), IL-15 (5, 10, 20, 50 e 100ng/mL) e IL-18 (5, 10, 20, 50 e 100ng/mL), 

isoladamente ou em conjunto, por períodos de 2, 4, 12, 24 e 48 horas seguido de coleta dos 

sobrenadantes para avaliação da produção de IFN-γ por ELISA. 

 

 

5.8. Avaliação da efetividade dos bloqueios dos receptores TLR2, TLR4 e Dectina-1 por 

citometria de fluxo. 

 

    Culturas de PMNs obtidas de acordo com os items 5.2 e 5.3. foram incubadas com 

anticorpos monoclonais (exceto aos poços destinados ao controle positivo), anti-TLR2 (Biolegend) 

conjugado com FITC (Fluorescein), anti-TLR4 (Biolegend) conjugado com PE (Phycoerythrin) e 

anti-Dectina-1 (R&D Systems) conjugado com PerCP ( Peridinin Chlorophyll Protein Complex) em 

variadas concentrações (2, 3 e 3,5ug/10
6
 células para anti-TLR2; 2, 3, 4ug/10

6
 células para anti-

TLR4 e 3, 4 e 4,5ug/10
6
 células para anti-Dectina-1). Após a adição dos anticorpos monoclonais, as 

culturas foram mantidas por 2h em tensão de 5% CO2 a 37°C sendo em seguida transferidas para 

tubos de citometria (Falcon, BD - Becton-Dickinson USA) e centrifugadas por 10 minutos a 

1500rpm. Após centrifugação, o sobrenadante foi descartado cuidadosamente e aos tubos foram 

adicionados 20uL dos respectivos anticorpos conjugados com os fluorocromos descritos acima, 

(inclusive nos tubos de controle positivo) por 30 minutos e completados com 1mL de ISOTON. Na 

sequência, os tubos foram novamente centrifugados, o sobrenadante descartado e as células fixadas 

com 50L de solução de fixação contendo 5% de formaldeído (BD - Becton-Dickinson USA) e 

analisadas quanto a expressão de TLR2, TLR4 e Dectina-1,  por citometria de fluxo. Para cada teste 

foi feito um tubo de controle isotipo marcados com os respectivos fluorocromos dos testes. As 
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análises foram feitas em citômetro de fluxo modelo FACSCalibur (BD - Becton Dickinson USA), 

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

celulares.  

 

 

5.9. Efetividade dos bloqueios dos receptores TLR2, TLR4 e Dectina-1 por citometria de 

fluxo. 

 

    Culturas de PMNs na concentração de 1x10
6
/mL obtidas de acordo com o item 5.2 e 5.3 

foram incubadas com anticorpos monoclonais anti-TLR2 (3,5ug/10
6
 de células), anti-TLR4 

(4ug/10
6
 de células) e anti-Dectina-1(3ug/10

6
 de células) concentrações essas que tiveram maior 

índice de bloqueio verificado através do ensaio descrito em 5.8. Foi adotado um esquema que 

permitisse que a cada avaliação, dois receptores ficassem bloqueados e somente o receptor a ser 

avaliado ficasse desbloqueado. Após os bloqueios, as culturas foram tratadas ou não com Pb18 

(relação fungo/PMN 1:50), por períodos de 24 e 48 horas a 37
o
C, em atmosfera constante de 5% de 

CO2, seguido de coleta dos sobrenadantes para avaliação da produção de IFN-γ por ELISA. 

 

 

5.10. Avaliação da expressão intracitoplasmática de IFN- por PMNs humanos em resposta ao 

P. brasiliensis por citometria de fluxo  

 

    Culturas de PMNs (1x10
6
/mL) foram incubadas com as citocinas IL-12 (10 e 20ng/mL) 

ou IL-15 (50 e 100ng/mL) ou IL-18 (50 e 100ng/mL) formando as seguintes combinações: A) (IL-

12 + IL-15), B) (IL-12 + IL-18) e C) (IL-15 + IL-18) desafiadas ou não com Pb18 (relação 

fungo/PMN 1:50) mantidas por 24h em tensão de 5% CO2 a 37°C. Seis horas antes do término de 

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, as culturas coletadas e transferidas para os tubos de 

citometria (Falcon, BD - Becton-Dickinson USA) que foram centrifugados por 10 minutos a 

1500rpm. Em seguida, foi retirado cuidadosamente o sobrenadante e adicionado 100L de solução A 

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

minutos no escuro, centrifugadas, retirados cuidadosamente os sobrenadantes e adicionado 100L de 

solução B de permeabilização do kit Fix & Perm (ADG Bio Research) na presença de anticorpo anti- 

IFN-γ humano conjugado com PE (Phycoerythrin) (Biolegend) por 15 minutos no escuro. As células 

também foram incubadas com anticorpo monoclonal controle isotipo marcado com o respectivo 
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fluorocromo. A seguir, as células foram lavadas com isoton e na sequência os tubos foram novamente 

centrifugados, o sobrenadante descartado e as células marcadas fixadas com 50L de solução de 

fixação contendo 5% de formaldeído (BD - Becton-Dickinson USA) e analisadas quanto a 

expressão intracitoplasmática de IFN- por citometria de fluxo. Para cada teste foi feito um tubo de 

controle isotipo marcados com os respectivos fluorocromos dos testes. As análises foram feitas em 

citômetro de fluxo modelo FACSCalibur (BD - Becton Dickinson USA), usando programa 

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

 

 

5.11. Análise Estatística 

 

    A análise estatística foi realizada com o auxílio do GraPhpad Prism Version 5.01 para 

Windows, GraphPad Software, Inc., (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, 

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 produção de IFN-γ por PMNs humanos desafiados com a cepa Pb18 de P. 

brasiliensis  

 

    Os ensaios de imunofenotipagem, por citometria de fluxo, mostraram que a população 

celular isolada é altamente purificada de PMNs, uma vez que não apresentaram marcadores típicos 

de linfócitos e células NK (CD56) e linfócitos (CD3) (Figura 1). Esse resultado é extremamente 

importante uma vez que, essas populações celulares são potencialmente produtoras de IFN-.
 
A 

partir desse resultado, a produção da citocina pode realmente ser atribuída aos PMNs. 

     Iniciamos os experimentos avaliando se PMNs humanos não ativados produzem IFN-γ 

em resposta ao desafio com Pb18 (relação fungo/PMN 1:50). A figura 2 mostra que houve uma 

produção baixa da citocina, nos períodos de 2, 4 e 12 horas. No entanto, um aumento dos níveis foi 

detectado após 24 e 48 horas de incubação, com diferenças significativas no período de 24h.  
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Figura 1. 
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Figura 1. “Dot-plot” e histogramas representativos da imunofenotipagem de PMNs isolados por seleção 

magnética positiva em relação à positividade para a molécula CD16. Células (1x10
6
/mL) foram incubadas 

com anticorpos monoclonais anti CD11b, CD56 e CD3 humanos conjugados com PECY5, FITC e APC, 

respectivamente, e avaliados por citometria de fluxo. 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). Histogramas na cor verde correspondem aos resultados dos isotipos 

controles e os roxos aos dos anticorpos monoclonais específicos. B, C e D mostram a intensidade de 

fluorescência em relação à expressão das moléculas CD11b, CD56 e CD3, respectivamente.   
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Figura 2.  
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Figura 2. Produção de IFN-γ por PMNs humanos em resposta ao P. brasiliensis. Células 

(2x10
6
/mL) não ativadas e desafiadas com a cepa Pb18 de P. brasiliensis (4x10

4
 Pb18/mL: 

relação fungo/PMN 1:50) por 2, 4, 12, 24 e 48 horas foram avaliadas quanto à produção de 

IFN-γ pela técnica de ELISA. Os resultados são expressos em média  desvio Padrão (n = 4 

indivíduos). * p< 0.05 x 2, 4 e 12h. 
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6.2. Participação dos receptores TLR2, TLR4 e Dectina-1 na produção de IFN-γ por PMNs 

humanos    

 

    Após observarmos que o P. brasiliensis induz a produção de IFN-γ por PMNs humanos 

objetivamos avaliar a participação dos receptores TLR2, TLR4 e Dectina-1 nessa produção. Para 

isso, utilizamos ensaios de bloqueio desses receptores com anticorpos monoclonais. Inicialmente, 

estabelecemos quais concentrações dos anticorpos monoclonais anti-TLR2, anti-TLR4 e anti-

Dectina-1 seriam mais efetivas nos bloqueios dos respectivos receptores. Testamos as 

concentrações de (2, 3 e 3,5ug/10
6
 células de anti-TLR2; 2, 3, 4ug/10

6
 células de anti-TLR4 e 3, 4 e 

4,5ug/10
6
 células de anti-Dectina-1). As figuras 3 a 5 mostram histogramas representativos dos 

resultados obtidos com as concentrações que determinaram os melhores índices de bloqueio, que 

foram 3,5ug/10
6
 células para anti-TLR2 (73,12% de bloqueio), 4ug/10

6
 células para anti-TLR4 

(70,96%) e 3ug/10
6
 para anti-Dectina-1 (50%). Uma vez observado o bloqueio dos três receptores, 

passamos aos ensaios propriamente ditos, referentes ao envolvimento destes receptores. Os 

resultados referentes à participação dos três receptores na produção de IFN-γ por PMNs humanos 

desafiados com a cepa Pb18 (relação fungo/PMN 1:50) por 24 e 48 horas podem ser observados na 

Figura 6. Nestes ensaios, o protocolo foi estabelecido de forma que a cada bloqueio somente um dos 

receptores ficasse disponível e assim avaliado individualmente. Nos ensaios de 24 horas, o bloqueio 

de Dectina-1 e TLR4 resultaram em uma diminuição significativa da produção de IFN-γ sugerindo 

a participação de pelo menos um desses receptores. Nos ensaios em que TLR4 ficou disponível a 

produção da citocina foi semelhante à detectada quando nenhum dos receptores foi bloqueado. 

Resultados semelhantes foram obtidos quando houve disponibilidade somente do Dectina-1. O 

mesmo perfil de resposta foi detectado no período de 48h, no entanto, níveis maiores da citocina 

foram liberados neste período em relação aos detectados em 24 horas. Em conjunto, os resultados 

mostram a participação tanto de TLR4 como de Dectina-1 na produção de IFN-γ por PMNs 

humanos em resposta ao P. brasiliensis.  
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Figura 3. 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. “Dot-plot” e histogramas representativos da avaliação da expressão e bloqueio de TLR2 

com anticorpo monoclonal em cultura de PMNs humanos (1x10
6
/mL). 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) 

representa histograma de intensidade de fluorescência em função do “confronto” entre controle 

isotipo (verde) e controle positivo (roxo) e (C) representa histograma de intensidade de 

fluorescência em função do “confronto” entre controle isotipo (verde) e índice de bloqueio (roxo). 

Abaixo do histograma C está a porcentagem de bloqueio alcançada com os anticorpos 

monoclonais. Representativo de n = 4 indivíduos. 

73,12 % 

bloqueio 
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Figura 4. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. “Dot-plot” e histogramas representativos da avaliação da expressão e bloqueio de TLR4 

com anticorpo monoclonal em cultura de PMNs humanos (1x10
6
/mL). 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) 

representa histograma de intensidade de fluorescência em função do “confronto” entre controle 

isotipo (verde) e controle positivo (roxo) e (C) representa histograma de intensidade de 

fluorescência em função do “confronto” entre controle isotipo (verde) e índice de bloqueio (roxo). 

Abaixo do histograma C está a porcentagem de bloqueio alcançada com os anticorpos 

monoclonais. Representativo de n = 4 indivíduos. 

70,96 % 

bloqueio 
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Figura 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. “Dot-plot” e histogramas representativos Avaliação da expressão e bloqueio de 

Dectina-1 com anticorpo monoclonal em cultura de PMNs humanos (1x10
6
/mL). 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) representa histograma de intensidade de fluorescência em função do “confronto” entre 

controle isotipo (verde) e controle positivo (roxo) e (C) representa histograma de intensidade de 

fluorescência em função do “confronto” entre controle isotipo (verde) e índice de bloqueio (roxo). 

Abaixo do histograma (C) está a porcentagem de bloqueio alcançada com os anticorpos 

monoclonais. Representativo de n = 4 indivíduos. 

50 % 

bloqueio 
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Figura 6. 
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Figura 6. Participação dos receptores TLR2, TLR4 e Dectina-1 na produção de IFN-γ por 

PMNs humanos em resposta ao P. brasiliensis. Células (1x10
6
/mL) foram tratadas com 

anticorpos monoclonais anti-TLR2 e ou anti-TLR4 e ou anti-dectina-1 desafiadas ou não 

com Pb18 (2x10
4
 Pb18/mL: relação fungo/PMN 1:50) (PMNs + Pb18 = controle) por 24 e 

48 horas e avaliadas quanto à produção de IFN-γ pela técnica de ELISA. Os resultados são 

expressos em média  desvio Padrão (n = 7 indivíduos). * p< 0.001; # p< 0.05 x PMNs + 

Pb18. 
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6.3. Avaliação da produção de IFN-γ por PMNs humanos ativados com IL-12, IL-15 e IL-18 

 

                Uma vez determinado que PMNs humanos não ativados produzem IFN-γ em resposta ao 

fungo, nosso passo seguinte foi avaliar se as citocinas IL-12, IL-15 e IL-18 têm capacidade de 

modular a produção de IFN-γ. No entanto, antes de realizarmos os experimentos de ativação e 

desafio com o fungo, tivemos necessidade de avaliar quais as melhores doses das 3 citocinas que 

modulariam essa produção nos diferentes períodos.  

                A figura 7 mostra os resultados referentes à ativação com IL-12. Podemos observar que 

PMNs incubados somente com MCCC (controle) produziram níveis muito baixos de IFN-γ. Após a 

incubação com as diferentes doses de IL-12, houve um aumento nos níveis, que atingiram valores 

estatisticamente diferentes em relação às células controles nas doses de 20 e principalmente 

10ng/mL. Os valores máximos de produção foram obtidos com 10ng/mL e detectados nos períodos 

de 24 e 48 horas, estabelecendo uma clara relação dose/efeito da IL-12. Um perfil semelhante de 

resposta foi observado com a IL-15 (Figura 8), com a qual houve um pequeno aumento nos níveis 

de IFN-γ nos períodos de 2, 4 e 12 horas. No entanto, aumento estatisticamente significativo foi 

detectado com as doses de 50 e 100ng/mL, nos períodos de 24 e 48 horas. Em relação à IL-18 

(Figura 9), também detectamos um perfil de dose resposta, com as doses de 50 e 100ng/mL 

induzindo a produção de maiores níveis de IFN-γ que foram  significativos também nos períodos de 

24 e 48 horas. Apesar de termos detectado uma clara modulação da produção de IFN-γ pelas três 

citocinas testadas, os níveis dessa citocina foram relativamente baixos em todos os ensaios.                   
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Figura 7. 
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Figura 7. Efeito da IL-12 sobre a produção de IFN-γ por PMNs humanos. Células 

(2x10
6
/mL) foram tratadas somente com MCCC (PMNs = controle) ou IL-12 (5, 10, 20, 50 

e 100ng/mL) por 2, 4, 12, 24 e 48 horas e avaliadas quanto à produção de IFN-γ pela 

técnica de ELISA. Os resultados são expressos em média  desvio Padrão (n = 4 

indivíduos). * p< 0.001; # p< 0.05 x respectivo controle. 
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Figura 8. 
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Figura 8. Efeito da IL-15 sobre a produção de IFN-γ por PMNs humanos. Células 

(2x10
6
/mL) foram tratadas somente com MCCC (PMNs = controle) ou IL-15 (5, 10, 20, 50 

e 100ng/mL) por 2, 4, 12, 24 e 48 horas e avaliadas quanto à produção de IFN-γ pela 

técnica de ELISA. Os resultados são expressos em média  desvio Padrão (n = 4 

indivíduos). * p< 0.0001; # p< 0.05 x respectivo controle. 
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Figura 9. 

 

 

 

 

 

0

10

20

30

2h 4h 12h 24h 48h

PMNs

PMNs + IL-18 (5ng/mL)

PMNs + IL-18 (10ng/mL)

PMNs + IL-18 (20ng/mL)

PMNs + IL-18 (50ng/mL)

PMNs + IL-18 (100ng/mL)

***

***

#

#

IF
N

-
 (

p
g

/m
L

)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Efeito da IL-18 sobre a produção de IFN-γ por PMNs humanos. Células 

(2x10
6
/mL) foram tratadas somente com MCCC (PMNs = controle) ou IL-18 (5, 10, 20, 50 

e 100ng/mL) por 2, 4, 12, 24 e 48 horas e avaliadas quanto à produção de IFN-γ pela 

técnica de ELISA. Os resultados são expressos em média  desvio Padrão (n = 4 

indivíduos). * p< 0.001; # p< 0.05 x respectivo controle. 
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6.4. Avaliação da produção de IFN-γ por PMNs humanos ativados com IL-12, IL-15 e IL-18 e 

desafiados com a cepa Pb18 de P. brasiliensis 

 

                Após os resultados de padronização mostrados anteriormente, verificamos se culturas de 

PMNs tratadas com IL-12 (10 e 20ng/mL) ou IL-15 (50 e 100ng/mL) ou IL-18 (50 e 100ng/mL) e 

desafiadas com a Pb18 (relação fungo/PMN 1:50) durante 24 e 48 horas apresentam aumento na 

produção de IFN-γ. As células desafiadas com a Pb18 liberaram quantidades significativas da 

citocina que aumentam significativamente quando as células são ativadas com IL-12 na 

concentração de 10ng/mL no período de 24h e na de 20ng/mL no período de 48h. Com relação a 

IL-15, detectamos um pequeno aumento na produção da citocina com a utilização das duas 

concentrações e nos dois períodos, não havendo diferenças estatisticamente significativas. Com 

relação a IL-18, um aumento significativo foi detectado com a concentração de 100ng/mL no 

período de 24h.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 42 

Figura 10. 
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Figura 10. Efeito da IL-12, IL-15 e IL-18 sobre a produção de IFN-γ por PMNs humanos em 

resposta ao P. brasiliensis. Células (2x10
6
/mL) não ativadas e desafiadas com a cepa Pb18 de P. 

brasiliensis (4x10
4
 Pb18/mL: relação fungo/PMN 1:50) (PMNs + Pb18 = controle ) ou ativadas 

com IL-12 (10 e 20ng/mL) ou IL-15 (50 e 100ng/mL) ou IL-18 (50 e 100ng/mL) e desafiadas  

com Pb18 (4x10
4
 Pb18/mL: relação fungo/PMN 1:50) por 24 e 48 horas foram avaliadas quanto à 

produção de IFN-γ pela técnica de ELISA. Os resultados são expressos em média  desvio Padrão 

(n = 4 indivíduos). * p< 0.05 x PMNs + Pb18 no respectivo período; # p< 0,05 x PMNs + Pb18 no 

respectivo período. 
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6.5. Avaliação da produção de IFN-γ por PMNs humanos tratados com combinações da 

citocinas IL-12, IL-15 e IL-18 e desafiados com a cepa Pb18 de P. brasiliensis 

 

                Após detecção de que a ativação das células com cada uma das citocinas isoladamente 

resulta em aumento da produção de IFN-γ, avaliamos se a ativação das células com duas das 

citocinas simultaneamente resultava em um efeito sinérgico sobre essa produção. As Figuras 11 (A, 

B e C) mostram os resultados referentes à produção de IFN-γ por culturas de PMNs tratadas com: 

A) IL-12 + IL-15 ou B) IL-12 + IL-18 ou C) IL-15 + IL-18 desafiadas com Pb18 (relação 

fungo/PMN 1:50), respectivamente. As células incubadas com IL-12 e IL-15 simultaneamente 

apresentaram um aumento significativo na produção de IFN-γ, assim como as incubadas com IL-12 

+ IL-18 ou IL-15 + IL-18, mas níveis significativamente maiores em relação aos demais conjuntos 

de citocinas foi detectado com a incubação das células com IL-12 (10ng/mL) + IL-15 (100ng/mL) 

com uma produção de aproximadamente 722 pg/2x10
6
 células. Em conjunto, os resultados mostram 

que a incubação das células com cada uma das citocinas em concentrações e períodos ideais 

resultam em um aumento significativo da produção de IFN-γ sendo que os melhores resultados 

foram obtidos com IL-12 e IL-18. No entanto, a incubação simultânea com duas das citocinas 

resulta em um aumento significativo dos níveis da citocina em relação aos detectados com cada 

uma delas isoladamente. A maior produção foi detectada após a incubação simultânea com IL-12 e 

IL-15.  
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Figura 11(A). 
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Figura 11(B). 
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Figura 11(C). 
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Figuras 11 (A, B e C). Efeito dos conjuntos de duas citocinas sobre a produção de IFN-γ por PMNs 

humanos em resposta ao P. brasiliensis. Células (2x10
6
/mL) não ativados e desafiados com a cepa 

Pb18 de P. brasiliensis (4x10
4
 Pb18/mL: relação fungo/PMN 1:50) (PMNs + Pb18 = controle ) ou 

ativados com IL-12 (10 e 20ng/mL) + IL-15 (50 e 100ng/mL) Figura (11A) ou IL-12 (10 e 20ng/mL) 

+ IL-18 (50 e 100ng/mL) Figura (11B) ou IL-15 (50 e 100ng/mL) + IL-18 (50 e 100ng/mL) Figura 

(11C) e desafiados com a cepa Pb18 de P. brasiliensis (4x10
4
 Pb18/mL: relação fungo/PMN 1:50) por 

24 e 48 horas e foram avaliadas pela técnica de ELISA. Os resultados são expressos em média  

desvio Padrão (n = 4 indivíduos). * p< 0.05 x PMNs + Pb18 no respectivo período.   
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6.6. Expressão intracitoplasmática de IFN-γ por PMNs humanos tratados com IL-12, IL-15 e 

IL-18 e desafiados com a cepa Pb18 de P. brasiliensis e avaliados por citometria de fluxo 

 

                Como a produção de IFN-γ pelos PMNs ainda pode ser considerado como controverso na 

literatura, e ainda que tenhamos trabalhado com células com mais de 90% de pureza, decidimos 

pela confirmação da capacidade dessas células produzirem essa citocina usando metodologia 

complementar ao ELISA. Escolhemos a expressão intracitoplasmática da citocina, pela técnica de 

citometria de fluxo. Para essa avaliação, as células foram ativadas com as combinações das três 

citocinas que induziram os melhores resultados no ELISA: IL-12 + IL-15 ou IL-12 + IL-18 ou IL-

15 + IL-18 desafiadas ou não com Pb18 (relação fungo/PMN 1:50 ) por 24h. Nas figuras 12 e 13 

são mostrados os resultados em porcentagem de células que expressam a citocina e os resultados da 

média de intensidade de fluorescência, respectivamente. Na figura 14 são mostrados os histogramas 

representativos desse ensaio. Observamos uma maior porcentagem de células expressando IFN-γ 

tanto nas combinações de IL-12 + IL-15 ou IL-12 + IL-18 ou IL-15 + IL-18. Chama a atenção, no 

entanto, que a incubação com IL-12 e IL-15 resulta em porcentagens maiores em relação às duas 

outras combinações. Esses resultados são confirmados pelos de avaliação da intensidade de 

fluorescência (Figuras 12 e 13), nos quais os melhores resultados foram obtidos também com IL-12 

+ IL-15. Estes resultados concordam com os obtidos nos ensaios de ELISA com os quais houve um 

aumento significativo da produção de IFN- após incubação das culturas de PMNs humanos com as 

combinações de duas citocinas, principalmente IL-12 e IL-15.  
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Figura 12. 
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Figura 12. Porcentagem de PMNs humanos que expressam IFN-γ. Células (1x10
6
/mL) foram somente 

desafiadas com Pb18 (2x10
4
 Pb18/mL: relação fungo/PMN 1:50) (PMNs + Pb18 = controle ) ou  tratadas 

com IL-12 (10ng/mL) + IL-15 (50ng/mL) ou IL-12 (10ng/mL) + IL-18 (100ng/mL) ou IL-15 (50ng/mL) + 

IL-18 (100ng/mL) e desafiadas com Pb18 por 24h e avaliadas quanto a expressão intracitoplasmática de 

IFN-γ por citometria de  fluxo. Os resultados são expressos em média  desvio Padrão (n = 4 indivíduos).  

* p< 0,001 x PMNs + Pb18; # p< 0,05 x PMNs + Pb18.  
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Figura 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Média de intensidade de fluorescência de PMNs humanos que expressam IFN-γ. Células 

(1x10
6
/mL) foram somente desafiadas com Pb18 (2x10

4
 Pb18/mL: relação fungo/PMN 1:50) (PMNs 

+ Pb18 = controle ) ou  tratadas com IL-12 (10ng/mL) + IL-15 (50ng/mL) ou IL-12 (10ng/mL) + IL-

18 (100ng/mL) ou IL-15 (50ng/mL) + IL-18 (100ng/mL) e desafiadas com Pb18 por 24h e avaliadas 

quanto a expressão intracitoplasmática de IFN-γ por citometria de fluxo. Os resultados são expressos 

em média  desvio Padrão (n = 4 indivíduos). * p< 0,001 x PMNs + Pb18; # p< 0,05 x PMNs + 

Pb18. 
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Figura 14. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. “Dot-plot” e histogramas representativos da expressão intracitoplasmática de IFN- por PMNs. 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) representa histograma de intensidade de 

fluorescência em função do “confronto” entre controle isotipo (verde) e índice de expressão da amostra controle (PMNs + 

Pb18) (roxo), (C) representa histograma de intensidade de fluorescência em função do “confronto” entre controle isotipo 

(verde) e índice de expressão da amostra (PMNs + IL-12 + IL-15 + Pb18) (roxo), (D) representa histograma de intensidade 

de fluorescência em função do “confronto” entre controle isotipo (verde) e índice de expressão da amostra (PMNs + IL-12 

+ IL-18 + Pb18) (roxo) e (E) representa histograma de intensidade de fluorescência em função do “confronto” entre 

controle isotipo (verde) e índice de expressão da amostra (PMNs + IL-15 + IL-18 + Pb18) (roxo). Representativo de n = 4 

indivíduos. 
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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 patogênicos, 

pelas principais células envolvidas nessa resposta, os macrófagos, monócitos e PMNs, através dos 

PRRs. Os estudos têm claramente mostrado que os mecanismos envolvidos nesse reconhecimento 

direcionarão o destino da relação fagócitos/microrganismos, no sentido de determinar se estes serão 

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

modulada terá um padrão pró 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 sejam 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 PMNs e os mecanismos de modulação 

exercidos por essas células através da liberação de citocinas. Estudos em PMNs se tornaram 

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 dos PMNs 

produzirem uma série de moléculas efetoras como as citocinas e outras, têm mostrado um papel 

mais dinâmico e modulador dessas células sobre a resposta imune inata e adaptativa (Mantovani et 

al., 2011, Tarakhovsky et al, 2012). Citocinas e quimiocinas liberadas pelos PMNs contribuem 

significativamente para o recrutamento de leucócitos para os sítios inflamatórios e modulam os 

processos inflamatórios e a resposta imune (Cassatella., 1999; Nathan et al., 2006). 

               Os objetivos desse trabalho foram avaliar se PMNs humanos desafiados com o P. 

brasiliensis produzem IFN-. Adicionalmente, a participação de receptores de reconhecimento de 

estruturas padrões como o TLR2, TLR4 e Dectina-1 e das citocinas IL-12, IL-15 e IL-18 sobre essa 

produção foi avaliada. A escolha do IFN- deu-se principalmente em função de responder se os 

PMNs podem instruir uma resposta imune adaptativa em resposta ao fungo. Vários trabalhos 

mostram que uma resposta adaptativa protetora contra o P. brasiliensis depende de um padrão de 

resposta Th1 envolvendo como principais citocinas o IFN-, TNF- e IL-12 (Arruda et al., 2002; 

Calich et al., 1998; Romano et al., 2002). Assim a produção de IFN- durante a resposta imune 
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inata garantiria um direcionamento para esse tipo de resposta, tendo o neutrófilo como uma 

importante fonte dessa citocina.  

               Detectamos inicialmente, que PMNs humanos não ativados tem capacidade de produzir 

IFN-γ em resposta ao desafio com a Pb18, mesmo que em baixas concentrações. Um ponto 

importante da discussão é relativo à pureza da nossa cultura, uma vez que outras células como as 

células NK e linfócitos podem ser responsáveis pela produção de IFN-γ. Nesse sentido, 

primeiramente foi obtido um halo rico em células polimorfonucleares usando Histopaque de dois 

gradientes de densidade, em seguida a suspensão de PMNs foi purificada utilizando a metodologia 

de separação celular por anticorpos monoclonais anti-CD16, molécula presente na superfície destas 

células, acoplados a microesferas magnéticas. Adicionalmente, nossos ensaios de citometria de 

fluxo confirmaram que a suspensão de PMNs não apresentam marcadores típicos das células NK e 

linfócitos, assegurando que o IFN-γ produzido provém de PMNs.   

   A partir da constatação de que os PMNs eram capazes de produzir a citocina, investigamos 

quais PRRs estão envolvidos nesse processo. Escolhemos os receptores TLR2, TLR4 e Dectina-1 

por estarem entre os principais envolvidos no reconhecimento fúngico. Considera-se que na 

dependência do receptor que serve como ligante para as várias estruturas fúngicas, vias 

sinalizadoras distintas podem ser desencadeadas, influenciando a resposta do hospedeiro infectado, 

para um padrão pró ou antiinflamatório (Romani, 2004). Os resultados mostraram que TLR4 e 

Dectina-1 foram os receptores que se mostraram mais envolvidos na produção de IFN-γ, uma vez 

que o bloqueio de TLR4 e Dectina-1 resultou em uma diminuição significativa dessa citocina. Ao 

contrário, quando o TLR2 ficou bloqueado houve um aumento significativo da produção da 

citocina, sugerindo que o TLR2 possa estar envolvido na inibição da produção da citocina. Não 

existem trabalhos na literatura mostrando quais PRRs estão envolvidos na produção de IFN-γ por 

PMNs humanos e particularmente em resposta aos fungos patogênicos.   

Assim, a nossa discussão sobre o papel desses receptores levará em consideração os dados 

obtidos utilizando outros protocolos experimentais in vivo e/ou in vitro em estudos na 

paracoccidioidomicose e outras infecções fúngicas. Se considerarmos os nossos resultados 

isoladamente podemos sugerir que a ligação do P. brasiliensis tanto ao TLR4 como ao Dectina-1 

resulta em mecanismos de proteção na paracoccidioidomicose e que o TLR2 poderia eventualmente 

estar envolvido em patogenicidade. No entanto, essa idéia deve ser analisada em função dos 

trabalhos existentes na literatura que mostram a complexidade dessa relação patógeno/PRR nas 

infecções fúngicas, incluindo a paracoccidioidomicose. Calich et al. (2008b), usando camundongos 

TLR4 deficientes e “knockout” 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 
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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 “knockout” 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 

fagocíticas, 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 

infectados com P. brasiliensis, DCs 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 à infecção. E ainda, em relação às moléculas MyD88, resultados diferentes foram 

detectados por González et al. (2008), uma vez que camundongos MyD88 apresentaram a mesma 

carga fúngica, assim como produção similar de citocinas próinflamatórias, levando à conclusão de 

que essa molécula não é essencial para o envio dos sinais celulares que culminam em, maior 

destruição fúngica e proteção contra a infecção.  

  Netea et al. (2002), demonstraram que o efeito 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. 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 infecção pulmonar grave associada com resposta pro/inflamatória induzida por 

Th17 e associada à diminuição de células Treguladoras (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 PMNs 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.  Trabalho recente em nosso laboratório mostrou que a IL-18 induz um 

aumento do crescimento do P. brasiliensis em monócitos humanos. Esse efeito foi atribuído ao fato 

dessa citocinas aumentar a expressão de MR. Após a ligação do fungo a esses receptores, seriam 

emitidos sinais de desativação importantes que culminariam com o crescimento do fungo (Dias-

Melicio et al., 2011). 

      Especificamente em relação aos PMNs, estudos prévios sugerem que a interação do 

fungo com os receptores TLR2 e TLR4 em PMNs humanos pode ser considerada um mecanismo de 
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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 a consequente 

produção de citocinas pró e antiinflamatórias por monócitos humanos. 

                  O TLR2 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 & 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 utilizado por alguns patógenos como possível 

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

                  Em relação ao receptor Dectina-1, estudos com agonistas têm demonstrado as suas 

várias capacidades funcionais, mas ainda é incerto como todas essas funções cabem nas respostas 

antifúngicas. Adicionalmente, Dectina-1 parece desempenhar um papel diferente com diferentes 

espécies de fungos (Drummond et al., 2011).  Em relação especificamente ao papel na modulação 

de uma resposta adaptativa, a ligação de -glucana a células dentriticas via esse receptor, resultou 

na diferenciação de células TCD4 Th1 e Th17 tanto in vitro e in vivo (Leibundgut-Landmann et al. 

2007). Estudo realizado com PMNs em resposta ao fungo Aspergillus fumigatus, mostraram que 

esse receptor está envolvido na produção de IL-17 por essas células, mostrando o papel desse 

receptor na indução de uma resposta adaptativa por PMNs (Werner et al., 2009). 

                  Os estudos sobre o papel do dectina-1 na paracoccidioidomicose são bastante escassos. 

Entre eles, um estudo mostra que a diferenciação de DCs regulatórias que secretam altas 

concentrações de IL-10 e baixas de IL-12 ocorre via ativação de TLR2, mas também de Dectina-1, 

mostrando que a ligação do fungo a esse receptor em DCs pode resultar na indução de uma resposta 

adaptativa não protetora (Ferreira et al., 2007). Os nossos resultados, com relação ao receptor 

Dectina-1 mostram ao contrário, que a ligação do fungo ao receptor Dectina-1 em PMNs, pode 

levar ao direcionamento de uma resposta adaptativa protetora, através da produção de IFN-. 

      Os trabalhos citados acima deixam 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. Adicionalmente, 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. Um exemplo a ser destacado é o TLR4. A 
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ligação do fungo a esse receptor em PMNs pode levar tanto a produção de IFN- como detectado no 

presente estudo, como a produção de IL-10 detectado em estudo anterior (Acorci-Valério et al., 

2010).  

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

receptor, envolvendo concentrações diferentes dos PAMPs, pode haver favorecimento na produção 

de uma ou outra citocina resultando em um ou outro processo de modulação. Assim, 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) avaliou se o dimorfismo do 

P. brasiliensis seria controlado pela síntese dos polissacarídeos, como as glucanas. O autor 

demonstrou que cepas mais virulentas do P. brasiliensis 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. 

     Outra explicação acerca da capacidade de um mesmo receptor desencadear a produção 

diferenciada de citocinas pode ser dada pelo polimorfismo de seus genes. Ogus et al., 2004 

constatou que o polimorfismo ocorrido em um único nucleotídeo no gene (Arg753Gln) do TLR2 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-α, 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 & Chae, 2001; Kang et al., 2002; Kang et al., 

2004 ). 

     A liberação de vários mediadores pelas células fagocitárias em resposta aos 

microrganimos, incluindo citocinas como o IFN-, pode ser modulada por diversos fatores, 

incluindo outras citocinas liberadas pelas próprias células ou outras presentes (Antachopoulos & 

Roilides, 2005; Brown, 2011; Mencacci et al., 2000; Walsh et al., 2005). Nesse sentido, vários 

trabalhos têm demonstrado que as citocinas IL-12, IL-15 e IL-18 de forma isolada ou atuando 

sinergicamente são extremamente importantes para a ativação de células da resposta imune inata, 

para que as mesmas desempenhem suas funções, que incluem as atividades microbicidas e a 

modulação da resposta imune adaptativa através da liberação de citocinas como o IFN-. 

Tradicionalmente, as células alvo dessas citocinas durante a resposta imune inata são as células NK. 
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A IL-12, IL-15 e IL-18 produzidas por macrófagos e DCs infectadas, atuam em sinergismo ativando 

células NK que aumentam a sua atividade citotóxica, e liberam IFN-, TNF- e GM-CSF, citocinas 

ativadoras de monócitos e macrófagos. Em sinergisnmo com IL-12, a IL-18 promove resposta 

antifúngica contra Cryptococcus neoformans induzindo a produção do IFN- por células NK e 

produção de NO por macrófagos (Kawakami et al., 1997; Qureshi et al., 1999). A IL-12 tem 

importante papel imunorregulatório promovendo a imunidade mediada por células através da 

indução da produção de IFN- (Gately et al., 1998). Fehniger et al., 2000, demonstraram que o 

sinergismo da IL-12 e IL-15 induziu células NK murinas a liberarem IFN-γ. Esse processo de 

ativação pode ocorrer também via liberação de IFN- por células NKT e NKT estimuladas por 

IL-15 (Waldmann et al., 1999; Yoshikai et al., 2000).  

Na paracoccidioidomicose estudos recentes mostraram que células NK podem participar 

ativamente da resposta contra o fungo, destruindo as leveduras via liberação de granulisina, ou 

reconhecendo e destruindo células infectadas pelo fungo. Essa atividade pode ser aumentada pela 

incubação com IL-15. Além dessa atividade efetora direta, essas células podem ter um importante 

efeito modulador, uma vez que, são capazes de liberar citocinas pró-inflamatórias como IFN- e 

TNF- em resposta a IL-15 (Longhi et al, 2012). No presente estudo hipotetizamos que em adição a 

atuação sobre as células NK, as citocinas IL-12, IL-15 e IL-18 poderiam modular a capacidade dos 

PMNs produzirem IFN-.  

     Nesse sentido, realizamos ensaios nos quais PMNs foram incubados com cada uma das 

citocinas, assim como com combinações de duas das citocinas simultaneamente ao desafio com o 

fungo. As células desafiadas com a cepa Pb18 liberaram quantidades significativas da citocina que 

aumentam significativamente quando as células são ativadas com IL-12. Com relação à IL-15 e IL-

18 detectamos um pequeno aumento na produção da citocina, não havendo diferenças importantes  

em relação às diferentes concentrações e períodos. No entanto, os resultados com as células ativadas 

com duas das citocinas simultaneamente e desafiadas com a cepa Pb18 de P. brasiliensis, 

mostraram que as células incubadas com IL-12 e IL-15 simultaneamente apresentaram um aumento 

significativo na produção de IFN-γ, assim como as incubadas com IL-12 e IL-18 ou IL-15 e IL-18, 

mas níveis significativamente maiores em relação aos demais conjuntos de citocinas foram 

detectados com a incubação das células com IL-12 e IL-15. Em conjunto, os resultados mostram 

que a incubação das células com cada uma das citocinas em concentrações e períodos ideais 

resultam em um aumento significativo da produção de IFN-γ, sendo que os melhores resultados 

foram obtidos com IL-12 e IL-18. A incubação simultânea com duas das citocinas resulta em um 

aumento ainda mais significativo dos níveis da citocina em relação aos detectados com cada uma 

delas isoladamente. A maior produção foi detectada após a incubação simultânea com IL-12 e IL-

15. Em concordância com nossos resultados, Ethuin et al. (2004a), demonstraram que PMNs 
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humanos podem conter um pequeno estoque de IFN-γ, mas que estas células podem também 

sintetizar e liberar IFN-γ em resposta ao LPS após estimulação com IL-12 em combinação com a 

IL-2, IL-15 e IL-18  e que a combinação de IL-12 + IL-15 parece ser a mais eficiente. 

     Um aspecto importante a ser discutido diz respeito aos níveis de IFN- que foram 

relativamente baixos mesmo após a ativação com citocinas, em comparação aos detectados em 

outra populações celulares. No entanto, essas células são tão abundantes em sítios inflamatórios, 

que podemos considerar que a sua contribuição para os níveis totais de citocina torna-se bastante 

significativo (Amulic et al., 2012). 

       Em conjunto, os resultados mostraram que provavelmente via ligação ao TLR4 e 

Dectina-1, o P.brasiliensis induz PMNs humanos a produzirem IFN- e que essa produção é 

modulada positivamente por citocinas, particularmente a IL-12 + IL-15. Esses resultados encontram 

suporte em estudos realizados em outras infecções. Nesse sentido, Yin & Ferguson (2009), 

demontraram que o IFN-γ desempenha um papel crucial durante a resposta imune na infecção por 

Listeria monocytogenes e que no início da resposta imune inata além das células NK, os PMNs são 

fontes iniciais de IFN-γ. Em outro estudo, o fenômeno foi observado na infecção murina por 

Nocardia asteroides após três dias de infecção, quando grande quantidade de PMNs estava presente 

(Ellis & Beaman, 2002). 

                 Embora os nossos objetivos tenham sido dirigidos para o papel modulador dos PMNs no 

que se refere ao direcionamento de uma resposta Th1, convém discutir que o fato dos PMNs 

produzirem IFN-γ pode ter implicações importantes sobre a modulação da própria resposta imune 

inata, uma vez que, o IFN-γ liberado pode regular as funções antifúngicas dos próprios PMNs e de 

outros tipos celulares como os macrófagos, tal como o burst oxidativo, migração, apoptose e 

produção de outras citocinas ativadoras como o TNF-α (Cassatella, 1999; Ellis, 2004; Zhang et al., 

2003). Esse mecanismo é especialmente importante na paracoccidioidomicose, visto que já foi 

evidenciada a participação dessas citocinas na ativação de monócitos e macrófagos murinos e 

humanos para que essas células adquiram atividade fungicida contra o fungo (Brummer et al., 

1988a e b, 1989; Calvi et al., 2003a e b; Cano et al., 1992a e b; Cano et al., 1998; Carmo et al., 

2006; González et al., 2000; Moreira et al., 2008; Moscardi-Bacchi et al., 1994; Souto et al., 2000). 

     Além da modulação das atividades das células fagocitárias, trabalhos mais recentes 

mostraram que in vitro, PMNs são capazes de modular a sobrevivência das células NK, 

proliferação, atividade citotóxica e produção de IFN-γ e esta produção de IFN-γ pelas células NK 

pode ser mediada por ICAM3 expressa na superfíce de PMNs, ou por meio da geração de ROI e 

prostaglandinas e/ou por liberação dos componentes granulares. Também foi demonstrado que 

PMNs in vitro promovem liberação de IL-12p70 por DCs via interação com ICAM1 e esta IL-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Amulic%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22224774
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12p70 estimula células NK a produzirem IFN-γ (Costantini et al., 2011a; Costantini et al., 2011b; 

Costantini & Cassatella, 2011).  

                 Os resultados obtidos no presente estudo corroboram a nossa hipótese de que durante a 

infecção pelo P.brasiliensis, os PMNs podem instruir a resposta imune adaptativa para um padrão 

de resposta Th1, através da produção de IFN-. Trinchieri et al., 1995 & Wysocka et al., 1995, 

estudando os mecanismos de desenvolvimento de uma resposta Th1 mostraram que a síntese inicial 

de IFN- pode ser necessária para a geração de IL-12, que por sua vez é essencial para primar 

células efetoras Th1 (Ariel et al., 2002; Ethuin et al., 2001; Fehniger et al., 2000; Munder et al, 

1998; Woerly et al, 1999; Yoshimoto et al., 1997).  

     Em conjunto a literatura mostra cada vez mais a existência de uma capacidade de 

regulação autócrina e parácrina dos PMNs durante o desenvolvimento de uma infecção reforçando a 

ideia de que PMNs podem desempenhar um papel ativo na modulação do sistema imune. Dado que 

PMNs são muitas vezes as primeiras células a responder a uma infecção, a capacidade de comunicar 

com outros tipos de células pode ser crítica no fornecimento de sinais vitais para o desenvolvimento 

de uma resposta imune eficiente (Ellis & Beaman, 2002). Dentro deste contexto, o nosso trabalho 

contribui no sentido de que todo esse processo imunomodulatório via PMNs pode estar ocorrendo 

durante a evolução da paracoccidioidomicose. Trabalhos devem ser dirigidos para um melhor 

conhecimento desse processo, no sentido de favorecer os mecanismos de proteção do hospedeiro. 
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8. Considerações Finais 

  

1. O fungo P.brasiliensis induz a produção de IFN- por PMNs humanos.  

 

2. Esse processo ocorre via ligação do fungo aos receptores TLR4 e Dectina-1 nessas células. 

  

3. A produção de IFN- pode ser aumentada pela ativação das células com IL-12, IL-15 ou IL-18 

de uma forma isolada ou por combinações de duas dessas citocinas, sendo a formada por IL-12 

mais IL-15, a mais eficaz.  
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