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Resumo 

 

O papel de citocinas sobre a atividade antifúngica de polimorfonucleares (PMNs) 

humanos contra o Paracoccidioides brasiliensis não está ainda totalmente 

esclarecido. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o papel das 

citocinas: IFN-γ, TNF-α e GM-CSF sobre a atividade fungicida e fungistática de 

neutrófilos humanos contra a cepa de alta virulência ( cepa 18) do P. brasiliensis. 

Estes efeitos foram testados em  coculturas de curta (4h) e longa duração (24 e 

48h). PMNs não ativados não apresentaram atividade antifúngica. Porém, células  

pré-ativadas com IFN-γ apresentaram efeito fungicida em cocultura de curta 

duração (4h). Entretanto, não foi observada atividade fungicida ou fungistática nas 

coculturas de longa duração (24 e 48h).Os PMNs ativados com TNF-α exibiram 

atividade fungicida em coculturas de curta e longa duração (4 e 24h), enquanto 

GM-CSF estimulou PMNs tanto para atividade fungicida, como fungistática em 

coculturas de curta e longa duração (4, 24 e 48h). Os efeitos antifúngicos de IFN-γ 

e TNF-α foram inibidos quando foram adicionadas às coculturas catalase (CAT) ou 

superóxido dismutase (SOD), demonstrando o papel de H2O2 e do ânion 

superóxido no processo. Para as células ativadas com GM-CSF, o ânion 

superóxido foi o principal metabólito envolvido. Com base nestes dados, o papel 

das células polimorfonucleares nos estágios iniciais e tardios de desafio com o P. 

brasiliensis é discutido. 
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 4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 4.1 Indíviduos Testados 

 

 Foram   utilizados sangue periférico de  doadores saudáveis do 

Banco de sangue do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da UNESP - 

Campus de Botucatu. Os doadores assinaram termo de consentimento autorizado, 

previsto quando da aprovação do projeto pelo Comitê de Ética e Pesquisa ( CEP) da 

Faculdade de Medicina- UNESP- Botucatu. 

 

4.2 Isolamento e Cultura de  Neutrófilos Humanos 

 

  As diferentes frações celulares do sangue periférico foram 

inicialmente obtidas em gradiente de Ficoll-Hypaque (77). Os PMNs foram  coletados a 

partir  da fração celular contida no fundo do tubo, através da suspensão das células em 

tampão Tris com cloreto de amônia (0,85%) para  lise das hemácias . Após, a 

isotonicidade da suspensão foi restaurada com 5ml de meio de cultura RPMI 1640 

(Gibco Laboratories, Grand Island, N. Y.) suplementado com 2 mM de L-glutamina 

(Sigma Chemical Co. USA), 40 ug/ml de gentamicina. A suspensão celular final foi 

ressuspensa em meio de cultura especificado acima, acrescido  de 10% de soro AB 

humano inativado (Meio de Cultura de Células Completo: MCCC)   sendo a 

concentração final  ajustada para 2x 106 células viáveis/ml, utilizando coloração por azul 

tripan. A viabilidade das suspensões utilizadas variou de 90 a 95%. A seguir, a 
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suspensão celular foi distribuída em placas de cultura de 96 orifícios (100 ul por orifício) 

e incubadas por 18 h a 37° C em tensão de  

 

5% de CO2,  em presença ou não de IFN-γ recombinante (50,100,250,500 e 1000 

U/ml), TNF-α recombinante (50,100,250,500e1000 U/ml) e GM-CSF (50,100,250,500 

e 1000 U/ml). 

 

 4.3 Cultivo do P. brasiliensis 

 

 Foi utilizada a cepa 18 de P. brasiliensis (Pb 18 ) mantida em 

nosso laboratório através de cultivo em meio GPY a 37°C, em tubos de 20 x 20 mm. As 

culturas foram repicadas semanalmente e utilizadas após 5 ou 6 dias de cultivo.  

 

4.4 Obtenção das suspensões de  P. brasiliensis 

 

  Células leveduriformes de P. brasiliensis foram cultivadas 

(conforme descrito no  item 4.3).  Após o crescimento, 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 4mm de 

diâmetro e homogeneizadas em agitador de tubos tipo Vortex por 30 segundos. Em 

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

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

sobrenadante dessa suspensão foi coletado, sendo uma alíquota da mesma utilizada 

para contagem em câmara hemocitométrica tipo Neubauer utilizando microscópio com 

contraste de fase. Foram consideradas como células viáveis as que se apresentaram 
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com aspecto brilhante, uma vez que as células mortas apresentam-se com coloração 

escura. A viabilidade das suspensões utilizadas foi maior ou igual  a 90%. 

 

4.5 Atividade Fungicida  e Fungistática  de neutrófilos humanos 

  

 Após o período de incubação de 18 h com as citocinas (conforme 

descrito no ítem 4.2) as  culturas de neutrófilos  foram desafiadas com 0.1ml da 

suspensão de P. brasiliensis (4x105 leveduras/ml: relação fungo/ neutrófilo 1:200 

diluídas em  MCCC ou MCCC acrescido de 10% de soro humano AB fresco, como 

fonte de complemento para o processo de opsonização em presença ou ausência de 

catalase (CAT:20000 U/ml ou superóxido dismutase (SOD:450 U/ml) Alguns orifícios 

da placa de cultura receberam apenas as suspensões controles do fungo em 

concentrações equivalentes às utilizadas na incubação com os neutrófilos. Após um 

período de 4, 24 e 48 horas as coculturas foram tratadas com água destilada. Este 

processo permite que os neutrófilos sejam lisados, com conseqüente liberação dos 

fungos que foram fagocitados. As suspensões obtidas através desse processo foram 

consideradas como culturas experimentais. O mesmo procedimento foi realizado com 

as suspensões controles, contendo apenas o fungo (culturas controles).  

Ao final do processo, o material obtido, a partir da lavagem com água destilada, das 

culturas controles e das experimentais resultaram em um volume de aproximadamente 

1ml. Esse material, contendo fungos viáveis ou não, foi centrifugado e ressuspenso em 

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

de fungos por placa, tornando a leitura das mesmas mais sensíveis. Em seguida, 0,1 

ml das suspensões em água destilada foi semeada em três placas contendo meio de 

cultura BHI, mais 4% de soro de cavalo e 5% de fator de crescimento, preparado a 



Daniela Ramos Rodrigues                                                                 Material e Métodos 

 

48

partir de filtrado de cultura de células  leveduriformes do fungo (cepa 192), cultivadas 

em meio de Casals a 37°C e com agitação (120 rpm) durante 7dias. 

 

 A recuperação dos fungos viáveis foi detectada através da contagem das unidades 

formadoras de colônias (UFC) após 10 a 14 dias de semeadura e calculada através 

da seguinte fórmula: 

 

Essa fórmula foi utilizada tanto para a detecção de atividade fungicida como para 

atividade fungistática, nos diferentes períodos de cocultura.  No entanto para a 

atividade fungicida , foram utilizadas as médias das UFC das culturas experimentais  

obtidas após cada um dos períodos  de cocultura testados,  em relação à media das 

UFC das  culturas controles   obtidas à 0 hora.  Para a atividade fungistática foram 

utilizadas as médias das UFC das culturas experimentais  obtidas após cada um dos 

períodos  de coculturas testados,  em relação a média das UFC das  culturas controles   

obtidas  em cada período.  

 

4.6. Análise  Estatística 

 

 

% de recup. de fungos viáveis = média das UFC das culturas experimentais X 100 

                                                                   média das culturas controles 
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       Os procedimentos estatísticos foram desenvolvidos empregando-se 

o programa Graph Pad Sofware, San Diego, CA, USA, 1993 (78) .Os resultados entre 

os grupos foram avaliados por análise de variância (ANOVA) para amostras 

dependentes  

 

 

seguida de comparação pelo método de Tukey. O nível de significância adotado para 

todos os testes foi de p<0,05. 
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5. Resultados 

 

5.1.  Efeito de IFN-γ e TNF-α sobre a atividade fungicida de PMNs obtidos de 

indivíduos saudáveis em coculturas de curta duração (4h). 

 

Os resultados relativos ao IFN-γ são mostrados na  Figura 1. 

Observamos que os PMNs não ativados não apresentaram atividade fungicida 

significativa contra o P.brasiliensis, em ensaios de curta duração (4h), uma vez 

que a porcentagem de recuperação fúngica foi bastante alta (125 %). 

No entanto, após a pré-ativação com IFN-γ as células adquiriram 

atividade fungicida contra o fungo, de modo dose dependente, uma vez que 

resultados estatisticamente significativos foram obtidos com a concentração de 

250 U/ml.  

Na Figura 2 podem ser analisados os resultados relativos a pré-

ativação com TNF-α. Podemos observar que, de forma semelhante ao detectado 

para o IFN-γ, essa citocina induziu as células a uma eficiente atividade fungicida, 

com resultados significativos, obtidos com a concentração de 50 U/ml. Assim, em 

experimentos posteriores com as duas citocinas utilizamos as doses de 250 U/ml 

e 50 U/ml para o IFN-γ e TNF-α, respectivamente. 
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 Figura 1. Efeito do IFN-γ sobre a atividade fungicida de PMNs obtidos de  indivíduos 

saudáveis em cocultura de curta duração (4h). PMNs foram pré-incubados na ausência 

(PMNs) ou presença de diferentes concentrações de IFN-γ (50,100,250,500 e 1000 U/ml) 

durante 18 horas, desafiados com a  cepa 18 do P. brasiliensis por 4 horas e avaliados 

quanto a atividade fungicida. Os resultados representam a média + EP (erro padrão) da 

porcentagem de recuperação de fungos viáveis detectadas a partir de PMNs obtidos de  

10 indivíduos saudáveis. 

* p < 0,05 vs PMN.      
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Figura 2. Efeito do TNF-α sobre a atividade fungicida de PMNs obtidos de 

indivíduos saudáveis em cocultura de curta duração (4h). PMNs foram pré-

incubados na ausência (PMNs) ou presença de diferentes concentrações de TNF-α

(50,100,250,500 e 1000 U/ml)  durante 18 horas, desafiados com a cepa 18 do P. 

brasiliensis por 4 horas e  avaliados quanto a atividade fungicida. Os resultados 

representam a média + EP (erro  padrão) da porcentagem de recuperação de 

fungos viáveis detectadas a partir de PMNs obtidos de 10 indivíduos saudáveis. 

* p < 0,05 vs PMN 

 

* 
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5.2. Efeito de IFN-γ e TNF-α sobre a atividade fungicida de PMNs obtidos de 

indivíduos saudáveis em coculturas  de longa duração (24h e 48h). 

 

Os resultados são mostrados na Tabela 1. Observamos que os 

PMNs, não ativados, de forma semelhante ao detectado para o ensaio de 4 horas, 

não apresentaram atividade fungicida eficiente contra o fungo. Quando as células 

foram ativadas com IFN-γ  ou TNF-α , uma atividade significativa foi detectada 

apenas com TNF-α nos ensaios de cocultura de 24 horas (% de recuperação de 

fungos viáveis = 70%). Nos ensaios, utilizando coculturas de 48 horas ambas as 

citocinas, não induziram as células à destruição do fungo. 
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Tabela 1. Efeito de IFN-γ e TNF-α sobre a atividade fungicida de PMNs 

obtidos de indivíduos saudáveis em coculturas de longa duração 

(24h e 48h). 

 

PMN (%) Recuperação de fungos viáveis  

Pré-ativação 24 h 48 h 

PMN  90,0 + 9.3 110 + 27  

PMN +IFN-γ(250 U/ml) 92,2 + 13.2 100 + 26 

PMN +TNF-α(50 U/ml) 70,3 + 6.4 * 110 + 23 

 
 
PMNs foram pré-incubados na ausência (PMNs) ou presença de IFN-γ ou TNF-α 

durante 18 horas, desafiados com a cepa 18 do P.brasiliensis  por 24 horas e 48 

horas e avaliados quanto a atividade fungicida. Os resultados representam a 

média +- EP (erro padrão) da porcentagem de recuperação de fungos viáveis 

detectadas a partir de PMNs obtidos de 10 indivíduos saudáveis.   

* p < 0,05 vs PMN. 
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5.3. Efeito do IFN-γ e TNF-α sobre  a atividade  fungistática de PMNs 

obtidos de indivíduos saudáveis em coculturas de longa duração 

(48h). 

 

Em função dos resultados negativos ao papel do IFN-γ e TNF-α 

sobre a atividade fungicida em coculturas de longa duração, interessou-nos avaliar 

se as citocinas, pelo menos, induziriam as células a uma atividade fungistática 

contra o fungo após o desafio de 48 horas. 

Como pode ser observado na Tabela 2, PMNs estimulados tanto 

com IFN-γ como por TNF-α, não apresentaram atividade fungistática contra o 

fungo, uma vez que foram detectadas altas porcentagens de recuperação de 

fungos viáveis. 
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Tabela 2. Efeito de IFN-γ e TNF- α sobre a atividade fungistática de  PMNs 

obtidos de indivíduos saudáveis em coculturas de longa duração 

(48h). 

 

PMN ( % )Recuperação de fungos 

viáveis 

Pré-ativação 48 h 

PMN  100,1 + 15.3 

PMN + IFN-γ  (250 U/ml) 100,1 + 7.3 

PMN + TNF-α  ? (50 U/ml) 120,1 + 27.3 

 
 
PMNs foram pré-incubados na ausência (PMNs) ou presença de IFN-γ ou TNF- α 

durante 18 horas e desafiados com a cepa 18 do P. brasiliensis por 48 horas e 

avaliados quanto a atividade fungistática. Os resultados representam a média + 

EP (erro padrão) da porcentagem de recuperação de fungos viáveis detectadas a 

partir de PMNs obtidos de 10 indivíduos saudáveis.  
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5.4. Efeito da catalase (CAT) e da superóxido dismutase (SOD) sobre a 

atividade fungicida de PMNs obtidos de indivíduos saudáveis pré-

ativados com IFN-γ e TNF-α em coculturas de curta duração (4h). 

 

Como tanto o IFN-γ como o TNF-α ativaram os PMNs para a 

aquisição de atividade fungicida em ensaio de (4h), conduzimos experimentos 

com o objetivo de determinar o envolvimento de H2O2 e O2
- nesta atividade, 

incubando as células, durante o desafio com o fungo, com CAT e SOD. Os 

resultados podem ser analisados na Figura 3. 

Como detectado previamente; neutrófilos ativados com IFN-γ ou 

TNF-α exibiram uma atividade fungicida significativa em ensaio de 4h.  

Entretanto a atividade induzida pelas duas citocinas foi 

interrompida por CAT e SOD demonstrando tanto o envolvimento de H2O2 como 

de O2
- na destruição do P.brasiliensis  por PMNs ativados por essas citocinas. 
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Figura 3. Efeito da catalase (CAT) e da superóxido dismutase (SOD) sobre a  

atividade fungicida de PMNs  ativados com IFN-γ ou TNF- α.  PMNs foram pré-

incubados na ausência (PMNs) ou  presença de IFN-γ (250 U/ml) ou TNF-α (50 

U/ml) durante 18 horas, desafiados com a cepa 18 do P. brasiliensis na presença 

ou ausência de CAT (20000 U/ml) ou SOD (450 U/ml) por 4 horas e avaliados 

quanto atividade fungicida. Os resultados representam a média + EP (erro padrão) 

da porcentagem de  recuperação de fungos viáveis detectadas a partir de PMNs 

obtidos de 10 indivíduos saudáveis. 

* p < 0,05 vs PMN 

+p < 0,05 vs IFN-γ ou TNF-α  

* 

+ + 

* 

+ 

+ 
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5.5.  Efeito da catalase (CAT) e da superóxido dismutase (SOD) sobre a     

atividade fungicida de PMNs obtidos de indivíduos saudáveis pré-

ativados com TNF-α em coculturas de longa duração (24h). 

 

De forma semelhante aos experimentos anteriores, avaliamos o 

papel da H2O2 e do O2
- sobre a atividade fungicida induzida pelo TNF-α em 

cocultura de longa duração (24h). 

Os resultados foram semelhantes aos observados para os ensaios 

de 4h, uma vez que a atividade fungicida apresentada pelas células pré-ativadas 

com TNF-α foi abolida quando as mesmas foram desafiadas com o P.brasiliensis 

na presença de CAT ou SOD. 
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Figura 4. Efeito da catalase (CAT) e da superóxido dismutase (SOD) sobre a atividade 

fungicida de PMNs pré-ativados com TNF-α. PMNs foram pré-incubados na ausência (PMNs) 

ou presença de TNF-α (50 U/ml) durante 18 horas,  desafiados com a cepa 18 do P. 

brasiliensis na presença ou ausência de CAT (20000 U/ml) ou SOD (450 U/ml) por 24 horas e 

avaliados quanto  a atividade fungicida.  Os resultados representam a média +  EP (erro 

padrão) da  porcentagem de  recuperação   de fungos viáveis detectadas a partir de PMNs 

obtidos de 10 indivíduos saudáveis. 

* p < 0,05 vs PMN 

+ p < 0,05 vs  TNF-α 

* 

+ + 
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5.6  Efeito do GM-CSF sobre a atividade fungicida de PMNs obtidos de 

indivíduos saudáveis em coculturas de curta (4h) e longa duração (24h 

e 48h). 

 

Os resultados utilizando a citocina em diversas concentrações são 

mostrados na Tabela 3. 

Como esperado, não foram detectadas atividades fungicidas 

significativas com as culturas não ativadas. No entanto a pré-ativação com GM-

CSF induziu-as a atividade fungicida significativa nos três períodos de avaliação. 

No entanto, as concentrações da citocina necessárias para essa 

atividade, foram diferentes para cada período, sendo de 500,100 e 50 U/ml para 

os ensaios de 4, 24 e 48 horas respectivamente. 
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Tabela 3 . Efeito do GM-CSF sobre a atividade fungicida de PMNs obtidos de 

indivíduos saudáveis em coculturas de curta (4h) e longa duração 

(24h e 48h). 

 

PMN (%) Recuperação de fungos 

viáveis 

 

Pré-ativação 4 h 24 h 48 h 

PMN  89 + 5 114 + 6 253 + 34 

PMN + GM-CSF (50 U/ml) 77 + 9 95 + 8 159 + 16 * 

PMN +GM-CSF(100 U/ml) 74 + 8  86 + 11 * 210 + 18 

PMN +GM-CSF(250 U/ml) 84 + 14 98 + 12 208 + 45 

PMN +GM-CSF(500 U/ml) 61 + 9 * 100 + 10 170 + 23 

PMN+GM-CSF(1000 U/ml)     89+ 14 96+ 12 179+ 27 

 
 
PMNs foram pré-incubados na ausência (PMNs) ou presença de diferentes 

concentrações de GM-CSF durante 18 horas, desafiados com a cepa 18 do P. 

brasiliensis por 4h, 24h ou 48 horas e avaliados quanto a atividade fungicida. Os 

resultados representam a média + EP (erro padrão) da porcentagem de 

recuperação de fungos viáveis detectadas a partir de PMNs obtidos de 10 

indivíduos saudáveis.  

* p < 0,05 comparados ao PMN nos respectivos períodos de cocultura. 
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5.7.  Efeito da catalase (CAT) e da superóxido dismutase (SOD) sobre a 

atividade fungicida de PMNs obtidos de indivíduos saudáveis pré-

ativados  com GM-CSF em coculturas de curta (4h) e longa  duração 

(24h e 48h). 

 

Uma vez estabelecida a participação do GM-CSF sobre a 

atividade fungicida de PMNs humanos em coculturas de curta e longa duração, 

realizamos ensaios semelhantes aos já descritos para IFN-γ e TNF-α com o 

objetivo de estabelecer o envolvimento dos metabólitos do O2, sobre esse 

processo. Os experimentos foram realizados, em cada um dos períodos de 

cocultura. (Figuras 5,6 e 7).  

As concentrações de GM-CSF utilizadas foram as estabelecidas a 

partir dos resultados apresentados na Tabela 3. 

Os experimentos realizados com as coculturas de 4 horas são 

apresentados na Figura 5. Observamos que a incubação com SOD aumentou 

levemente a % de recuperação de fungos viáveis, em relação a detectada com a 

pré-incubação com TNFα e desafio com o fungo na ausência da droga. No 

entanto, os resultados não foram significativos. De forma semelhante, a CAT não 

exerceu nenhum efeito. 

Na Figura 6 são apresentados os resultados relativos ao período 

de cocultura de 24 horas. 

Observamos que de forma diferente ao período de 4 horas, o 

desafio das células pré-ativadas na presença de SOD aboliram de forma 
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significativa a atividade fungicida. Em relação à CAT, observamos um aumento na 

porcentagem de recuperação de fungos viáveis, quando comparada à detectada 

com as células pré-ativadas e desafiadas na ausência da droga; no entanto os 

resultados não foram estatisticamente significativos. 

Os resultados detectados no período de cocultura de 48 horas são 

mostrados na Figura 7. 

Observamos de uma forma bastante clara que tanto a SOD 

quanto a CAT inbiram a atividade fungicida apresentada pelas células ativadas, 

comprovando a participação do O2
- e da H2O2 no processo de destruição do 

P.brasiliensis por células pré-ativadas por GM-CSF. 
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Figura 5. Efeito da catalase (CAT) e da superóxido 

dismutase (SOD) sobre a atividade fungicida de PMNs pré-

ativados com GM-CSF. PMNs foram pré-incubados na 

ausência (PMNs) ou presença de GM-CSF (500U/ml) 

durante 18 horas, desafiados com a cepa 18 do P. 

brasiliensis na presença ou ausência de  CAT (20000 U/ml) 

ou SOD (450 U/ml) por 4 horas e avaliados quanto a 

atividade fungicida. Os resultados representam a média +

EP (erro padrão) da porcentagem de recuperação de 

fungos viáveis detectadas a partir de PMNs obtidos de 10 

indivíduos saudáveis. 

* p < 0,05 vs PMN 

 

* 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

PMN GM-CSF500 GM-CSF500+SOD GM-CSF500+CAT

re
cu

pe
ra

çã
o 

de
 fu

ng
os

 v
iá

ve
is

 (%
) 



Daniela Ramos Rodrigues                                                                              Resultados 
 

 

67 

  

0

20

40

60

80

100

120

140

160

PMN GM-CSF100 GM-
CSF100+SOD

GM-
CSF100+CAT

re
cu

p
er

aç
ão

 d
e 

fu
n

g
o

s 
vi

áv
ei

s 
(%

)

Figura 6. Efeito da catalase (CAT) e da superóxido dismutase (SOD) 

sobre a atividade fungicida de PMNs pré-ativados com GM-CSF. PMNs 

foram pré-incubados na ausência (PMNs) ou presença de GM-CSF 

(100 U/ml) durante 18 horas, desafiados com a cepa 18 do P. 

brasiliensis na presença ou ausência de CAT (20000 U/ml) ou SOD 

(450 U/ml) por 24 horas e avaliados quanto a atividade fungicida. Os 

resultados representam a média + EP (erro padrão) da porcentagem de 

recuperação de  fungos viáveis detectadas a partir de PMNs obtidos de 

10 indivíduos saudáveis. 

* p < 0,05 vs PMN 

+ p < 0,05 vs GM-CSF 100    

* 

+ 
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Figura 7. Efeito da catalase (CAT) e da superóxido dismutase (SOD) 

sobre a atividade fungicida de PMNs pré-ativados com GM-CSF. 

PMNs foram pré-incubados na ausência (PMNs) ou presença de GM-

CSF (50 U/ml) durante 18 horas, desafiados com a cepa 18 do 

P.brasiliensis na presença ou ausência de CAT(20000 U/ml) ou SOD 

(450 U/ml) por 48 horas e avaliados quanto a atividade fungicida. Os 

resultados representam a média + EP (erro padrão) da porcentagem 

de recuperação de fungos viáveis detectadas a partir de PMNs obtidos 

de 10 indivíduos saudáveis. 

* p < 0,05 vs PMN 

+ p < 0,05 vs GM-CSF 50 

 

* 

+ 

+ 
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5.8.   Efeito do GM-CSF sobre a atividade fungistática de PMNs obtidos de 

indivíduos saudáveis em coculturas de curta (4h) e longa duração  

           (24h e 48h). 

 

 

De forma semelhante aos ensaios de atividade fungicida, os 

PMNs pré-ativados com GM-CSF apresentaram atividade fungistática contra o 

fungo nos 3 períodos de cocultura avaliados. As  concentrações que apresentaram 

resultados significativos foram as mesmas detectadas nos ensaios de atividade 

fungicida (500,100 e 50 u/ml) para os períodos de 4, 24 e 48 horas de cocultura, 

respectivamente. 
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Tabela 4. Efeito de GM-CSF sobre a atividade fungistática de PMNs obtidos 

de indivíduos saudáveis em coculturas de curta (4h) e longa 

duração (24h e 48h). 

 

PMN (%) Recuperação de fungos 

viáveis 

 

Pré-ativação 4 h 24 h 48 h 

PMN  97 + 4 98 + 8 109 + 24 

PMN + GM-CSF (50 U/ml) 104 + 27 78 + 10      65 + 9 * 

PMN +GM-CSF(100 U/ml) 94 + 18  67 + 7 *    85 + 13 

PMN+GM-CSF (250 U/ml) 107 + 15 85 + 13    99 + 29 

PMN+GM-CSF (500 U/ml) 67 + 11 * 87 + 12    67 + 11 

PMN+GM-CSF(1000 /ml) 96 + 15 82 + 10 75 + 16 

 
PMNs  foram pré-incubados na ausência (PMNs) ou presença de GM-CSF 

durante 18 horas, desafiados com a cepa 18 do P.brasiliensis por 4h, 24h e 48 

horas e avaliados quanto a atividade fungistática. Os resultados representam a 

média + EP (erro padrão) da porcentagem de recuperação de fungos viáveis 

detectadas a partir de PMNs obtidos de 10 indivíduos saudáveis. 

* p < 0,05 comparados ao PMN nos respectivos períodos de cocultura. 



Daniela Ramos Rodrigues                                                                              Resultados 

 

 

71 

5.9.   Efeito da catalase (CAT) e da superóxido dismutase (SOD) sobre a     

atividade fungistática  de PMNs obtidos de indivíduos saudáveis pré-

ativados com GM-CSF em coculturas de curta (4h) e longa duração 

(24h e 48h).         

 

A Figura 8 mostra que quando PMNs ativados com GM-CSF foram 

desafiados com P.brasiliensis por 4horas na presença de SOD,  a atividade 

fungistática foi quase que totalmente abolida, demostrando o papel do ânion 

superóxido nesse processo. A catalase também apresentou efeito inibitório 

sobre a fungistase, mas os resultados não foram estatisticamente 

significativos. Resultados semelhantes podem ser discutidos para os 

ensaios de 24 horas (Figura 9). 

Nos ensaios de 48 horas, tanto a SOD quanto a CAT mostraram 

efeitos inibitórios significativos sobre a atividade fungistática. 

O conjunto dos resultados relativos a pré-incubação de PMNs com 

GM-CSF permite-nos concluir que esta citocina ativa essas células para o 

desenvolvimento tanto de atividade fungistática como fungicida em 

coculturas de curta e longa duração. No entanto, o mecanismo efetor 

envolvido na primeira parece envolver  principalmente o ânion superóxido, 

enquanto que a atividade fungicida é mediada tanto por ânion superóxido, 

como pela H2O2. 
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Figura 8.  Efeito da catalase (CAT) e da superóxido dismutase (SOD) sobre a atividade 

fungistática de PMNs pré-ativados com GM-CSF. PMNs foram pré-incubados na ausência 

(PMNs) ou presença de GM-CSF (500 U/ml) durante 18h, desafiados com a cepa 18 do P. 

brasiliensis na presença ou ausência de CAT (20000 U/ml) ou SOD (450 U/ml) por 4 horas e 

avaliados quanto a atividade fungistática. Os resultados representam a média + EP (erro 

padrão) da porcentagem de recuperação de fungos viáveis  detectadas a partir de PMNs 

obtidos  de 10 indivíduos saudáveis.  

* p < 0,05 vs PMN 

+ p < 0,05 vs GM-CSF 500 

+ 
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Figura 9. Efeito da catalase (CAT) e da superóxido dismutase (SOD) sobre a 

atividade fungistática de PMNs pré-ativados com GM-CSF. PMNs foram pré-

incubados na ausência (PMNs) ou presença de GM-CSF (100 U/ml) durante 

18 horas, desafiados com a cepa 18 do P. brasiliensis na presença ou 

ausência de CAT (20000 U/ml) ou SOD (450 U/ml) por 24 horas e foi avaliada 

a atividade fungistática Os resultados representam a média + EP (erro 

padrão) da porcentagem  de recuperação de fungos viáveis detectadas a 

partir de PMNs  obtidos de 10 indivíduos saudáveis. 

* p < 0,05 vs PMN 

+ p < 0,05 vs GM-CSF 100 

 

* 

+ 
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Figura 10. Efeito da catalase (CAT) e da superóxido dismutase (SOD) sobre a 

atividade fungistática de PMNs pré-ativados com GM-CSF. PMNs foram pré-

incubados na ausência (PMNs) ou presença de GM-CSF (50 U/ml) durante 18 

horas, desafiados com a cepa 18 do P. brasiliensis na presença ou ausência de 

CAT (20000 U/ml) ou SOD (450 U/ml) por 48 horas  e  avaliados quanto a atividade 

fungistática. Os resultados representam a média + EP (erro padrão) da 

porcentagem de recuperação de fungos viáveis detectadas a partir de PMNs 

obtidos de 10 indivíduos saudáveis. 

* p < 0,05 vs PMN 

+ p < 0,05 vs GM-CSF 50 

* 
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6. Discussão 

 

Nos últimos anos, vários trabalhos, têm estabelecido definitivamente que 

os PMNs, de forma semelhante aos macrófagos, podem ter as suas funções altamente 

reguladas por citocinas liberadas por outras células como mastócitos, queratinócitos, 

macrófagos, linfócitos CD4
+ e os próprios PMNs  (76,79,80,81,82) . 

Essas citocinas podem aumentar a quimiotaxia de neutrófilos aos sítios 

inflamatórios, a atividade fagocítica, a produção de radicais livres do O2 e a liberação 

de enzimas lisossomais que resultam em um aumento da atividade citotóxica, 

bactericida e mesmo fungicida dessas células. Esses achados fizeram com que o 

papel dos PMNs nas várias infecções fosse reavaliado no sentido de considerar uma 

participação mais dinâmica e efetora dessas células, tanto em uma fase precoce, em 

que representaria um dos componentes da resposta imune inata, como em fases 

posteriores, participando da resposta imune específica. 

No entanto, na paracoccidioidomicose, são raros os trabalhos com o 

objetivo de estabelecer o real papel dessas células nos mecanismos de defesa contra 

o fungo, com destaque tanto para os fatores de ativação como os liberados pelas 

mesmas na resposta ao fungo (75,76).Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi 

avaliar o efeito de citocinas como IFN-γ, TNF-α e GM-CSF sobre as atividades 

fungicida e fungistática de PMNs humanos desafiados in vitro com  cepa de alta 

virulência do fungo. Além disso, os mecanismos antifúngicos efetores destas células 

foram avaliados, sendo, este o primeiro trabalho na literatura com esse objetivo.  
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Nossos resultados indicam que PMNs não ativados não desenvolvem 

atividade antifúngica. Estes resultados diferem dos obtidos por Kurita et al. (76) uma  

vez que estes autores detectaram que PMNs humanos, não ativados apresentam efeito 

fungistático contra P.brasiliensis em  cocultura de longa duração. Esta discrepância 

pode ser explicada por diferenças na virulência das cepas usadas nos dois estudos. 

 Nossos resultados revelaram que PMNs ativados com IFN-γ  

apresentam um efeito fungicida sobre P.brasiliensis, em coculturas de curta duração 

(4h). Resultados diferentes no entanto, foram detectados, em coculturas de longa 

duração (24h e 48h),uma vez que essa citocina não estimulou as células a apresentar 

atividade fungicida, nem tão pouco fungistática, em ensaios de 48h. 

Esses resultados estão parcialmente de acordo com os de Kurita et al. 

(76) .Estes autores detectaram que PMNs ativados com IFN-γ apresentam atividade 

fungicida contra um determinado isolado de P.brasiliensis em coculturas de 4h e 24h. 

No entanto, sobre outro isolado, esta citocina induziu apenas um efeito fungistático. A 

atividade fungicida contra o P. brasiliensis também foi apresentada por neutrófilos 

murinos ativados com essa citocina (75)  Outros trabalhos têm demonstrado que PMNs 

humanos apresentam atividade microbicida após a ativação com IFN-γ e desafio com 

Staphylococus aureus (83) e Entamoeba histolytica (84). Adicionalmente, essa citocina 

ativa PMNs murinos in vitro, para que essas células apresentem atividade fungicida 

contra Blastomyces dermatitides (85). 
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Pacientes com doença granulomatosa crônica (CGD), uma síndrome rara 

em que os fagócitos apresentam defeitos no processo de geração dos produtos do 

“burst” oxidativo, são suscetíveis a desenvolverem aspergilose e candidíase invasivas. 

No entanto, o tratamento de neutrófilos de pacientes com IFN-γ restaurou parcialmente 

o defeito, assim como a capacidade dessas células de destruir hifas de Aspergilus 

fumigatus in vitro (86,87). Adicionalmente o IFN-γ induz PMNs de indivíduos normais a 

apresentarem atividade contra hifas de C. albicans e A. fumigatus in vitro (88,89) assim 

como a destruição intracelular de blastóporos de C. albicans (90). 

Estudos têm demonstrado o efeito protetor do IFN-γ na candidíase 

experimental murina, mesmo após o estabelecimento da infecção por alguns dias. Em 

camundongos imunossuprimidos pelo pré-tratamento com hidrocortisona, o IFN-γ  

também reduziu o crescimento do fungo nos órgãos. No entanto, o efeito benéfico do 

IFN-γ  na candidíase disseminada foi abolido pelo pré-tratamento dos animais com 

ciclofosfamida sugerindo que o efeito dessa citocina foi mediado por ativação de 

PMNs. Esses resultados foram reforçados pela detecção de atividade fungicida 

aumentada contra C. albicans de neutrófilos peritoneais e do sangue periférico de 

camundongos tratados com IFN-γ (91). 

O envolvimento do IFN-γ no processo de ativação de PMNs para a 

destruição do P. brasiliensis reforça o papel dessa citocina nos mecanismos de 

resistência na paracoccidioidomicose, demonstrado tanto em estudos com células de 

pacientes (92,93,94) como em modelos experimentais (29,95,96). 

Em modelo murino experimental de suscetibilidade e resistência ao 

fungo, a infecção intraperitoneal em animais resistentes esteve associada a uma  
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produção sustentada de IFN-γ . No caso da infecção intratraqueal, no pulmão de 

animais suscetíveis foram detectados altos níveis de IFN-γ, mas também de IL-4, IL-5 e 

IL-10 quando comparados as resistentes. No entanto, em ambas as linhagens, a 

neutralização de IFN-γ endógeno induziu uma exacerbação da infecção pulmonar, 

disseminação precoce da doença  para o fígado e baço, diminuição da resposta de 

hipersensibilidade tardia, e dos níveis de anticorpos específicos IgG1 e IgG2b , aumento 

substancial da carga fúngica e alteração do padrão granulomatoso das lesões que 

passaram do tipo compacto, para um infiltrado inflamatório difuso, rico em fungos (96).   

A  necessidade de ativação dos PMNs com IFN-γ, para apresentação de  

atividade antifúngica, sugere que essas células seriam eficazes somente a partir da 

interação com fatores da resposta imune específica, representada principalmente por 

células TCD4
+ TH1. No entanto, esse mecanismo poderia ser garantido já na resposta 

imune inata, quando a fonte de IFN-γ seria as células “Natural Killer” (NK), embora não 

existam trabalhos demonstrando que o P. brasiliensis induz a produção de IFN-γ por 

essas células, em uma fase precoce da infecção. 

No entanto, as células NK secretam IFN-γ em resposta a Listeria 

monocytogenes 6 horas após a infecção de camundongos com níveis máximos 

detectados às 24 horas (97). Outros trabalhos têm demonstrado que C. albicans e C. 

neoformans podem diretamente ligarem-se às células T e NK e estimular a expressão 

do gene e liberação de IFN-γ (98). 

 O TNF-α foi outra citocina testada em nosso sistema. Os efeitos 

antifúngicos foram muito semelhantes aos exibidos pelas células ativadas com  
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IFN-γ, exceto pelo efeito fungicida apresentado por TNF-α em 24h, não detectado com 

IFN-γ. Estes resultados em relação ao TNF-α não estão de acordo com aqueles 

apresentados por Kurita et al.(75,76) uma vez que estes autores demonstraram que TNF-

α não tem efeito sobre a atividade fungicida de PMNs humanos e murinos. 

No entanto, o TNF-α tem uma ação importante sobre PMNs aumentando 

a migração, aderência, degranulação e o “burst” respiratório dessas células (72,73). A 

incubação de PMNs com TNF-α aumenta a destruição intracelular de C. albicans (99) 

enquanto que essa citocina diminui substancialmente a destruição extracelular de hifas 

desse microrganismo (100). 

O tratamento com anticorpo monoclonal anti TNF-α ou inibidores 

farmacológicos dessa citocina aumentou a taxa de mortalidade e o crescimento de C. 

albicans durante a evolução de candidíase disseminada em camundongos (101,102,103). 

Esse efeito do anti- TNF-α não foi observado em animais neutropênicos, reforçando as 

observações in vitro indicando que o TNF-α é importante no processo de ativação de 

PMNs para a destruição de C. albicans  e que a neutralização dessa citocina inibe 

essa atividade sobre as leveduras. 

De forma semelhante ao discutido para o IFN-γ, a capacidade do TNF-α 

em ativar PMNs para a aquisição de atividade fungicida contra o P. brasiliensis, 

reforça o seu papel nos mecanismos de resistência ao fungo. Trabalhos têm 

demonstrado que monócitos humanos desafiados com cepa virulenta do fungo 

adquirem atividade fungicida somente após a ativação com IFN-γ  em concentrações 

adequadas de  TNF-α (45,104). 
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Além  da ativação sobre células fagocitárias, o papel protetor do TNF-α 

pode se estender no sentido de estimular a resposta de outras citocinas inflamatórias,  

aumentar a permeabilidade celular do endotélio vascular e posterior recrutamento de 

outras células efetoras, representando um fator determinante no processo inflamatório 

da micose (105,106,107). 

Assim essa citocina produzida por macrófagos, em resposta a 

componentes da parede celular do P. brasiliensis (108) pode ser importante para o 

processo de acúmulo de macrófagos e diferenciação de células epitelióides e 

persistência dos granulomas formados (109). 

Souto et al (110), demonstraram que camundongos geneticamente 

deficientes de IFN-γ ou do receptor de TNF-α, foram incapazes de controlar a infecção 

por P. brasiliensis. Animais deficientes de IFN-γ apresentaram lesões constituídas por 

infiltrado inflamatório composto de poucos neutrófilos, células mononucleares, 

epitelióides e gigantes, compondo um granuloma bastante incipiente. Animais 

deficientes do receptor de TNF-α, não  desenvolveram resposta granulomatosa. 

Assim, os autores discutem o papel das duas citocinas na formação do granuloma e 

no controle da disseminação fúngica.  

De forma semelhante ao IFN-γ, a ativação de PMNs por TNF-α, pode 

ocorrer em uma fase precoce da resposta imune. Essa citocina pode ser liberada pelo 

macrófago ou mesmo pelo PMN ativado pelo fungo, processo em que atuaria de uma 

forma autócrina. Em relação ao macrófago trabalhos em nosso laboratório têm 

demonstrado que monócitos e macrófagos de pacientes encontram-se em  
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estado ativado determinado pela elevada capacidade de produzir citocinas, incluindo 

TNF-α (111). 

Assim, a fonte de TNF-α para a ativação de PMNs nos estágios iniciais 

de infecção pode ser o macrófago alveolar ativado pelos antígenos do fungo. 

 Uma terceira citocina testada neste trabalho foi o GM-CSF. Esta 

citocina demonstrou alta capacidade em ativar PMNs humanos para atividades 

antifúngicas, uma vez que induziu estas células ao desenvolvimento de atividade 

fungicida e fungistática em coculturas  de curta e longa  duração (4h,24h e 48h). 

Trabalhos têm demonstrado que tanto o GM-CSF como o G-CSF 

aumentam a ativação  de neutrófilos, entretanto o GM-CSF é considerado como sendo 

mais potente que o G-CSF no sentido de ativar os PMNs para aumento do “burst” 

respiratório com produção principalmente de ânion superóxido (71,74,112). No entanto, a 

capacidade do GM-CSF em aumentar o “burst” respiratório, depende de um segundo 

sinal fornecido por N-formyl peptídeos, C5a e o leucotrieno B4 
(113), tendo portanto essa 

citocina o papel de primar PMNs para essa função. 

Takahashi et al (114), demonstrou que o GM-CSF induz tanto monócitos 

como neutrófilos a produzir IL-8. Os autores sugerem que a função ativadora dessa 

citocina sobre os neutrófilos seria mediada por IL -8. 

Os trabalhos citados acima permite-nos discutir que no presente 

trabalho, a atividade fungicida adquirida por PMNs humanos pré-ativados com GM-

CSF foi possível devido principalmente a liberação do ânion superóxido, ocorrido após 

“priming” fornecido via GM-CSF e um segundo sinal dado pelo próprio fungo.  
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Não podemos também descartar a possibilidade de que o efeito observado seja 

devido a IL-8, liberada nos sobrenadantes das coculturas. No entanto, Kurita et al (76), 

demonstraram que a IL-8 não induz neutrófilos humanos a apresentarem atividade  anti  

P. brasiliensis .  

Djeu et al (115), demonstrou que a atividade de PMNs contra C. albicans 

pode ser regulada por linfócitos grandes granulares (LGL) via liberação de fatores 

ativadores de PMNs, como o TNF-α e o IFN-γ. No entanto, anticorpo  contra essas 

citocinas não neutralizou completamente a atividade ativadora dos PMNs, indicando 

que um outro fator poderia estar envolvido. Em trabalho posterior Blanchard et al (116), 

demonstraram que linfócitos grandes granulares estimulados com C. albicans 

produzem GM-CSF que estimulam a capacidade dos neutrófilos inibir o crescimento 

desse fungo. 

A possibilidade de células LGL representadas provavelmente por células NK, de 

liberarem GM-CSF em resposta a fungos, reforça a nossa idéia de que o processo de 

ativação de PMNs, para a aquisição de atividade antifúngica contra o P. brasiliensis 

possa ocorrer em uma fase precoce da resposta imune a esse fungo. 

 No presente trabalho, os estudos relativos aos mecanismos efetores envolvidos 

nas atividades antifúngicas de PMNs humanos mostraram que a atividade fungicida 

apresentada por IFN-γ e TNF-α foi revertida por SOD e CAT, demonstrando o papel do 

ânion superóxido e H2O2. Para as células ativadas com GM-CSF, o papel destes 

metabólitos variou, dependendo do tempo das coculturas e o efeito testado, se 
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fungistático ou fungicida. A atividade fungicida em 4h não foi significativamente 

revertida por SOD ou CAT. No entanto, esses inibidores  

 

 

apresentam efeito sobre a atividade fungicida em ensaios de 24h e 48h. Sobre a 

atividade fungistática, SOD teve um efeito inibitório sobre ensaios de 4h e 24h. Em  

48h ambas, SOD e CAT, foram capazes de reverter o efeito. Tomados em conjunto,  

os resultados demonstraram que para PMNs ativados com IFN-γ e TNF-α, os 

mecanismos antifúngicos são mediados por H2O2 e ânion superóxido. Para células 

ativadas com GM-CSF, o ânion superóxido parece ser o principal metabólito de O2 

envolvido. 

 Em relação ao envolvimento de H2O2, os resultados estão de acordo com os 

obtidos em nosso laboratório para monócitos humanos ativados com IFN-γ , TNF-α ou 

GM-CSF (117,118), uma vez que a atividade fungicida destas células  foi inibida por CAT, 

mas não por SOD ou pelo inibidor de óxido nítrico. O papel do metabolismo oxidativo 

sobre as funções efetoras de PMNs contra P.brasiliensis já foi sugerido também em 

sistema murino. PMNs de camundongos sensibilizados com P.brasiliensis exibiram 

atividade fungicida eficiente associada a um aumento no metabolismo oxidativo destas 

células (64). 

 Em modelo experimental murino de suscetibilidade e resistência ao P. 

brasiliensis, a produção de H2O2 por PMNs de camundongos resistentes aumentou 

durante a infecção, enquanto a dos suscetíveis permaneceu em níveis baixos. A 

produção de ânion superóxido permaneceu inalterada nos animais resistentes e 
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diminuida nos suscetíveis indicando que os PMNs desses animais perderam a 

capacidade de produzir esse metabólito com a evolução da infecção (67) . 

Os metabólitos do oxigênio também são importantes  na destruição por 

neutrófilos, de hifas de A. fumigatus, C. albicans, Blastomyces dermatitides e 

Histoplasma capsulatum (100,119,120,121,122,123,124). 

 

Os nossos resultados mostrando que somente PMNs humanos ativados 

desenvolvem atividade antifúngica contra o P. brasiliensis e que esse processo pode 

ser assegurado durante uma resposta imune inata, reforçam os estudos que 

demonstram o papel desempenhado por essa resposta no controle inicial da infecção. 

Camundongos atímicos infectados com cepa virulenta do P. brasiliensis apresentaram 

tempo de sobrevida menor e doença mais grave quando comparados aos animais 

eutímicos. No entanto, na 1a semana de infecção, nos dois grupos de animais, 

observou-se capacidade de destruição fúngica e controle de sua disseminação, 

sugerindo que os mecanismos de imunidade inata foram eficientes tanto para animais 

suscetíveis, como para resistentes (125). Adicionalmente camundongos atímicos não 

desenvolveram doença progressiva, quando infectados com cepa menos virulenta do 

fungo. (126). 

 Em conclusão, os resultados do presente trabalho reforçam a 

idéia de que os PMNs possuem um envolvimento dinâmico na defesa do hospedeiro 

contra o P.brasiliensis. A atividade destas células pode ser regulada por elementos da 

resposta imune específica e inata.  

 No entanto, trabalhos em paracoccidioidomicose devem ser 

direcionados no sentido de avaliar além dos seus efeitos antifúngicos direto, o papel 

dessas células no direcionamento dos processos imunes a serem desenvolvidos pelo 
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hospedeiro infectado, através da capacidade dessas células em sintetizar e liberar 

citocinas imunorreguladoras. (127). 

Esse papel regulador dos PMNs tem sido principalmente atribuído ao 

fato dessas células representarem uma importante fonte de IL-12 e IL-10 em fases  

 

 

precoces de infecções orientando dessa forma, uma resposta imune específica 

mediada por células TCD4 TH1 ou TH2. 
(128,129). 

Amostras de C. albicans estimulam neutrófilos a produzirem IL-12, sendo 

esse processo necessário  ao controle da infecção,entretanto a  administração  de IL -

12 exógena não aumentou a resistência de camundongos suscetíveis a infecção 

sistêmica ou gastrointestinal por esse fungo, devido à sua capacidade de induzir a 

produção de IL-10 por neutrófilos (129,130,131).Resultados semelhantes foram observados 

na aspergilose murina (132). 

Estudos têm demonstrado que a infecção intraperitoneal de 

camundongos com Toxoplasma gondii leva a um rápido acúmulo de neutrófilos 

capazes de produzir IL-12 destacando a participação destas células nos eventos 

precoces que levam a uma imunidade específica dependente dessa citocina (133). 

Em modelo experimental murino de suscetibilidade e resistência ao P. 

brasiliensis  a administração exógena de IL-12 recombinante em camundongos 

suscetíveis inibiu a disseminação das leveduras a partir do pulmão, para fígado e 

baço. Adicionalmente, essa citocina induziu um aumento significativo do infiltrado 

mononuclear pulmonar. Esses resultados reforçam o papel dessa citocina na indução 

de imunidade protetora a infecção pelo P. brasiliensis (134). 
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Assim, trabalhos em paracoccidioidomicose devem ser desenvolvidos no 

sentido de demonstrar o possível papel dos PMNs na indução desse tipo de resposta. 
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7. Conclusões 

 

- Polimorfonucleares (PMNs) humanos não  ativados, não apresentaram atividade 

fungicida, nem  fungistática contra a cepa de alta virulência (cepa 18) do P. 

brasiliensis; 

 

- PMNs ativados com IFN-γ apresentaram atividade fungicida contra a cepa 18  do 

P. brasiliensis em coculturas de curta duração (4h), sendo essa mediada por H2O2 

e ânion superóxido; 

 

- PMNs ativados com TNF-α apresentaram atividade fungicida contra a cepa 18 do 

P. brasiliensis em coculturas de curta e longa duração (4,24,48h), sendo essa 

mediada por H2O2 e ânion superóxido; 

 

- PMNs ativados com GM-CSF apresentaram tanto atividade fungicida como  

fungistática em coculturas de curta e longa duração (4h,24 e 48h), sendo essas 

mediadas, principalmente por ânion superóxido. 
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9. Abstract 

 

Fungicidal and fungistatic activity of human polymorphonuclear leukocytes (PMNs ) 

against high virulent strain of  Paracoccidioides brasiliensis were studied. These 

effects were tested in short term ( 4h ) and long term cocultures  ( 24h and 48h ). 

Nonactivated PMNs failed to exhibit antifungal activities in all studied periods. 

However if these cells were IFN-γ activated they presented fungicidal effect  at 4h 

of cocultures. However no activity, fungistatic or fungicidal, were detected in further 

times. TNF-α activated PMNs exhibit fungicidal activity at 4h and 24 h, while GM-

CSF stimulated PMN to fungicidal and fungistatic activities in short and long terms 

cocultures. The antifungal effects of  IFN-γ and TNF-α were inhibited or abrogated 

when P. brasiliensis challenge occurred in presence of catalase (CAT) and 

superoxide dismutase ( SOD ) showing the role of  H2 O2 and superoxide anion in 

antifungal activities . For GM-CSF activated cells superoxide anion was the main 

metabolite involved. Based on these data the role of PMNs cells in early and later 

stages of P. brasiliensis is discussed. 
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