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RESUMO 

 

Estudos têm demonstrado que o reconhecimento inicial de microrganismos é 

mediado por receptores celulares expressos em células da imunidade inata 

denominados receptores de reconhecimento de padrões (PRRs). Assim, a interação 

entre moléculas de superfície dos patógenos e receptores homólogos presentes na 

membrana celular de monócitos, modula a fagocitose, a ativação da célula e 

conseqüentemente a produção de citocinas. Trabalhos têm demonstrado a 

importância da estimulação de receptores toll-like 2 e 4 (TLR2 e TLR4), receptores 

de manose (MR) e dectina-1 de monócitos, tanto em infecções bacterianas como 

fúngicas, culminando com indução de produção de várias citocinas. A IL-18 é uma 

citocina indutora de IFN-γ e possui uma ação extremamente importante, por ser 

capaz de promover tanto uma resposta do tipo Th1 ou Th2, dependendo do contexto 

de estimulação e do microambiente de citocinas. Em trabalho recente 

demonstramos que a IL-18 possui uma ação importante sobre o aumento da 

expressão de MR em monócitos humanos, e o reconhecimento do Paracoccidioides 

brasiliensis via esse receptor causaria aumento do crescimento fúngico no interior da 

célula. Dessa forma, os objetivos do presente projeto foram: 1) Avaliar a ação da IL-

18 sobre a expressão do receptor dectina-1 por monócitos humanos desafiados in 

vitro com diferentes cepas do P. brasiliensis; b) Avaliar a participação da dectina-1 

na indução da produção de IL-18, TNF-α e IL-10 por monócitos desafiados in vitro 

com diferentes cepas do P. brasiliensis. Assim, monócitos de indivíduos normais 

tratados in vitro com IL-18 foram desafiados com diferentes de cepas do P. 

brasiliensis, e a expressão do receptor dectina-1 foi avaliada pela técnica de 
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citometria de fluxo. A dosagem de IL-18, TNF-α e IL-10 no sobrenadante de cultura 

de monócitos desafiados com P. brasiliensis foi realizada utilizando a técnica de 

ELISA. Os resultados mostraram que a IL-18 não afeta a expressão de dectina-1 em 

monócitos humanos, e induz aumento de TNF-α e IL-10 em monócitos não 

desafiados. Níveis mais elevados de IL-18 e IL-10 foram detectados após o desafio 

com a cepa virulenta (Pb 18), enquanto a cepa Pb 265 induziu uma maior expressão 

do receptor dectina-1 e maior produção de TNF-α por monócitos. No entanto, 

apenas os níveis de TNF-α induzidos pelas cepas foram diminuídos após bloqueio 

do receptor dectina-1, utilizando-se anticorpo monoclonal específico de bloqueio. Em 

conclusão, nossos resultados demonstram a ação da IL-18 na indução de TNF-α e 

IL-10 por monócitos não desafiados, e a participação do receptor dectina-1 no 

reconhecimento do P. brasiliensis e na consequente indução de TNF-α via receptor 

dectina-1.  

Palavras chave : IL-10; IL-18. Monócitos; Receptor Dectina-1, Paracoccidioides 

brasiliensis, TNF-α. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

A paracoccidioidomicose é uma infecção fúngica sistêmica, endêmica na 

América Latina, cujo agente etiológico é o Paracoccidioides brasiliensis (P. 

brasiliensis), um fungo imperfeito e dimórfico, que se desenvolve como levedura in 

vivo, nos tecidos do hospedeiro ou quando cultivado a 37o C em meios de cultura 

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

28oC (Restrepo et al., 2005). Na América Latina, estima-se que 10 milhões de 

pessoas estejam infectadas com P. brasiliensis, sendo que 1 a 2% destes indivíduos 

desenvolvem a PCM.  Especificamente, no Brasil esta micose torna-se importante 

por ser a infecção fúngica sistêmica mais prevalente e onde estão localizados 80% 

dos casos (Shikanai-Yasuda et al., 2006; Martinez, 2010; Colombo et al., 2011).  

Afeta principalmente trabalhadores rurais, que estão constantemente em 

contato com a vegetação e o solo. Acredita-se que os propágulos infectantes do P. 

brasiliensis sejam conídios produzidos por micélios presentes em água, plantas e 

solo, que penetrariam no hospedeiro pelas vias aéreas, atingindo os pulmões, 

formando o complexo primário pulmonar. Assim, a infecção se faz pela via 

respiratória, pela inalação de conídios, que atingem os alvéolos, estabelecendo o 

complexo primário, podendo o fungo aí ficar limitado ou disseminar-se por via linfo-

hematogênica para outros órgãos, como fígado, baço e adrenais (Franco et al., 

1989). Complexos eventos inflamatórios e imunológicos são desencadeados pela 

interação fungo-hospedeiro, resultando na reação inflamatória granulomatosa e 

freqüente instalação de distúrbios imunorregulatórios. A gravidade da doença 

correlaciona-se com a imunodepressão e apresenta grande heterogeneidade, como 
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manifestado pelas diferentes formas clínicas da doença: a forma aguda ou 

subaguda, mais grave, afeta jovens (a maioria até 20 anos de idade) de ambos os 

sexos, progride rapidamente através da disseminação linfática e hematogênica do 

fungo para o sistema fagocítico-mononuclear (baço, fígado, linfonodos e medula 

óssea) e leva à deterioração clínica rápida do paciente. A forma crônica, a mais 

freqüente, progride lentamente, afetando predominantemente indivíduos adultos 

(principalmente acima do 40 anos) do sexo masculino, lavradores, progredindo 

silenciosa e lentamente, podendo levar anos até ser diagnosticada, sendo o pulmão 

o órgão mais frequentemente acometido. Essa forma pode manifestar-se 

clinicamente localizada (forma unifocal), com lesões pulmonares que geralmente 

evoluem para processos fibróticos; ou com o acometimento de múltiplos órgãos 

(forma multifocal), sendo a evolução e a gravidade bastante variáveis (Franco et al., 

1993; Mendes, 1994; Shikanai-Yasuda et al., 2006; Colombo et al., 2011).  

O estabelecimento da doença, disseminação e gravidade dependem de 

fatores inerentes ao próprio fungo, como sua virulência, composição antigênica, das 

condições ambientais, e principalmente dos fatores ligados ao hospedeiro, como 

idade, sexo, estado nutricional, e principalmente capacidade de desenvolver 

resposta imune eficaz (Restrepo et al., 1984; Peraçoli & Soares, 1992; Franco et 

al.,1993). Em relação a este fator, estudos clínicos e experimentais têm sugerido a 

interação entre mecanismos específicos e inespecíficos de defesa na determinação 

da resistência ao P. brasiliensis.  (Franco et al., 1993; Calich et al., 1994; Musatti et 

al., 1994; Peraçoli et al., 1995).  

  A imunidade inespecífica ou inata apresenta grande importância no combate 

a fungos patogênicos constituindo-se na primeira linha de defesa contra infecções, 

reconhecendo um largo espectro de patógenos sem necessidade de sensibilização 
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prévia. Além disso, a ativação da resposta imune inata desencadeia a produção de 

uma rede de citocinas, resultando em resposta inflamatória e podendo ser um pré-

requisito para o desencadeamento da imunidade adquirida (Akira et al., 2001; 

Kokkinopoulos et al., 2005). Entre os vários mecanismos naturais de defesa, as 

células fagocitárias desempenham papel central na resistência ao P. brasiliensis, 

destacando-se a participação na reação inflamatória e na atividade fungicida.  

O reconhecimento inicial de microrganismos é mediado por receptores 

celulares expressos em células da imunidade inata. A interação entre moléculas de 

superfície do parasita e receptores homólogos, presentes na membrana celular de 

macrófagos, modula a fagocitose e a ativação da célula (Gordon et al., 1988; Ohman 

et al., 1988). Várias classes de receptores de reconhecimento de padrões (PRRs), 

reconhecem os vários padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), 

contudo há um interesse maior nos receptores semelhantes a toll (TLR, Toll-like 

receptor) e uma família de lectinas do tipo-C (CLRs), os quais parecem ter papel 

central na imunidade antifúngica (Willment & Brown, 2008). Portanto, monócitos e 

macrófagos são células da imunidade inata que expressam receptores de superfície 

para manose, para LPS (CD14), para componentes do sistema complemento, 

porção Fc de moléculas de imunoglobulinas e TLRs, através dos quais são capazes 

de reconhecer microrganismos, levando à estimulação da fagocitose, atividade 

microbicida e produção de citocinas (Means et al., 2000; Underhill & Ozinsky, 2002; 

Roeder et al., 2004).  Dentre esses receptores de superfície de macrófagos, os mais 

caracterizados são os receptores de manose (MR) e os receptores para o 

componente C3 do sistema complemento, ambos capazes de mediar a fagocitose e 

a morte intracelular de microrganismos patogênicos (Linehan et al., 2000).  
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Outros PRRs também poderiam estar envolvidos no reconhecimento fúngico. 

Dentre eles podemos destacar as lectinas do tipo C (C-type lectin receptors, CLRs) 

que são uma grande família de moléculas ligadoras de carboidrato cálcio-

dependentes expressas em macrófagos, células dendríticas e outros leucócitos 

(Willment & Brown, 2008). Vários CLRs como o receptor de manose (MR) e a 

Dectina-1 estão envolvidos na imunidade antifúngica e seu papel não tem sido 

totalmente esclarecido (Willment & Brown, 2008). 

O receptor Dectina-1 é altamente expresso na membrana de monócitos, 

macrófagos, neutrófilos e células dendríticas (Brown & Gordon, 2001; Brown et al., 

2002; Taylor et al., 2002; Huang et al., 2009), podendo também ser encontrado em 

subpopulações de células T (Brown & Gordon, 2003). São os principais receptores 

de reconhecimento de β-glucanas, especialmente β-(1,3)-glucanas, principais 

componentes da parede celular da maioria dos fungos, que compreendem, na 

realidade, cerca de 60% do peso seco da parede celular fúngica, sendo assim 

consideradas como os principais PAMPs envolvidos na interação fungo-hospedeiro 

(Tsoni & Brown, 2008; Bowman & Free, 2006). Além disso, também é capaz de 

reconhecer β-glucanas presentes em algumas bactérias e plantas (Brown & Gordon, 

2001). Os mecanismos pelos quais a dectina-1 reconhece esses carboidratos ainda 

não estão esclarecidos, embora tenha sido demonstrado recentemente, que 

diferentemente dos outros CLRs, a dectina-1 é uma ligadora de carboidrato cálcio-

independente (Drummond & Brown, 2011). A dectina-1 também pode reconhecer 

outras moléculas não identificadas incluindo ligantes endógenos de células T e 

ligantes de mycobacteria (Marakalala et al., 2010).  

O receptor dectina-1 é codificado por genes localizados na região telomérica 

do cromossomo 6 de camundongo, e no cromossomo humano 12q, onde muitos 
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genes  lectinas do tipo C (C-type lectin genes) estão localizados e formam clusters 

(Saijo & Iwakura, 2011). Esses receptores são proteínas transmembranas 

glicosiladas do tipo II com domínio extracelular de reconhecimento de carboidrato 

único (CTLD – C-type lectin-like domain) e membro do grupo V dos receptores como 

lectina do tipo - C, altamente conservados entre camundongos e humanos, e 

identificadas originalmente como moléculas específicas de células dendríticas 

(Drickamer, 1999; Ariizumi et al., 2000; Zelensky & Gready, 2005; Saijo & Iwakura, 

2011). Possuem um domínio na sua porção citoplasmática ITAM-like 

(Immunoreceptor tyrosine-based activation motifs), encontrado em muitos outros 

receptores, através do qual a dectina-1 pode induzir sinal intracelular resultando em 

uma variedade de respostas que tem sido caracterizadas utilizando zimozan (Vautier 

et al., 2012). Essas respostas compreendem a ativação da fagocitose e produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) em resposta ao zimozan em macrófagos, 

neutrófilos e DCs (Brown & Gordon, 2001; Gantner et al., 2003; Kennedy et al., 

2007; Bauer et al., 2008). Embora seja bem aceito que a  Dectina-1 seja 

proeminente ativadora dessas funções em camundongos, o papel desse receptor 

em  fagócitos  humanos ainda é incerto, uma vez que os estudos recentes 

apresentam dados conflitantes (Kennedy et al., 2007 ; van Bruggen et al., 2009). 

  Outra função bem caracterizada da Dectina-1 é a produção de mediadores 

lipídicos (Suram  et al., 2006; Alvarez et al., 2010)  e quimiocinas e citocinas pró-

inflamatórias como o TNF-alfa, IL-1β, IL-10, IL-6, IL-23, CCL2, CCL3 (Dennehy et al., 

2009; Reid et al., 2009). Essa produção é controlada por várias vias de 

sinalização que têm extenso cross-talk com outras vias ativadas 

por diferentes PRRs, e isso é essencial para uma imunidade antifúngica 

eficaz (Netea et al., 2006). Foi recentemente demonstrado que a produção de IL-1β  
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requer colaboração entre Dectina-1 e o inflamasoma NLRP3. NLRP3 é ativado em 

resposta a β-glucanas  (como  curdlan), e este  é dependente de Dectina-1 

e Syk. Embora os detalhes moleculares desta via ainda estão sendo estudados, 

tem sido demonstrado que a produção de ROS  e um efluxo de potássio são 

necessários, e pode haver uma dependência parcial de TLR2 (Gross et al., 2009; 

Kumar et al., 2009; Lamkanfi et al., 2009; Kankkunen et al., 2010; Said-Sadier et al., 

2010). Dectina-1 foi o primeiro exemplo descrito de sinalização de PRR non-TLR e 

também foi a primeira descrição de um receptor que poderia colaborar com os TLRs 

(Brown et al., 2003; Gantner et al., 2003; Brown, 2006).  

Através de sua especificidade para β-glucanas, a dectina-1 pode reconhecer 

uma variedade de espécies fúngicas incluindo o Coccidioides (Viriyakosol et al., 

2005), Saccharomyces (Brown et al., 2003), Aspergillus (Hohl et al., 2005; Steele et 

al., 2005; Gersuk et al., 2006), Pneumocystis (Steele et al.; 2003), Candida (Brown 

et al., 2003; Netea et al., 2006; Gow et al., 2007), Cryptococcus neoformans (Giles et 

al., 2009) e P. brasiliensis (Bonfim et al., 2009).  

Também tem sido demonstrado o papel protetor da dectina-1 in vivo. 

Camundongos infectados com A. fumigatus, que tiveram as funções da  Dectina-

1 bloqueada durante  desafio intratraqueal, através da utilização de um 

inibidor solúvel, apresentaram redução significativa da resposta inflamatória e 

aumento de carga fúngica pulmonar (Steele et al., 2005). Estudos utilizando 

camundongos knockout para dectina-1 revelaram também um papel importante para 

este receptor na imunidade antifúngica in vivo, embora existam dados conflitantes 

sobre a participação desse receptor na resistência fúngica em diferentes linhagens. 

Em uma linhagem, a deficiência de dectina-1 resultou em deficiências na resposta 
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inflamatória e na morte fúngica, levando a um aumento da susceptibilidade na 

infecção sistêmica por C. albicans (Taylor et al., 2007). Este estudo foi corroborado 

por achados em linhagens deficientes de CARD9, componente desencadeante da 

via de sinalização de dectina-1, que também apresentaram susceptibilidade 

aumentada à infecção pelo mesmo patógeno (Gross et al., 2006). Entretando, outra 

linhagem de camundongo deficiente de dectina-1 não apresentou alterações na 

resistência à infecção por C. albicans (Saijo et al., 2007), mas demonstrou diferentes 

resultados quando infectado com P. carinii, com aumento de carga fúngica devido a 

alterações no burst respiratório de macrófagos (Saijo et al., 2007). A mesma 

linhagem foi utilizada recentemente para demonstar que a dectina-1 não está 

envolvida na resistência ao C. neoformans (Nakamura et al., 2007). No entanto, 

trabalho demonstrou que a dectina-1 expressa na superfície de macrófagos 

alveolares é capaz de reconhecer a β-glucana exposta nos esporos do C. 

neoformans in vitro, demonstrando sua participação no reconhecimento fúngico 

(Giles et al., 2009). 

Em trabalho recente, foi identificada a participação da dectina-1 na indução de 

proteínas supressoras da sinalização de citocinas (SOCS 1), identificadas como 

inibidores negativos de receptores de citocinas do tipo I e II, dessa forma  

modulando negativamente a sinalização de TLR e resposta de células T (Eberle & 

Dalpke, 2012). 

A interleucina-18 (IL-18), originalmente chamada de Fator Indutor de IFN-γ, é 

uma citocina pleiotrópica, com importante participação tanto na resposta imune inata 

ou adquirida, secretada por macrófagos e monócitos ativados, linfócitos T e B, 

células dendríticas e epiteliais (Okamura et al., 1995; Ghayur et al., 1997; Gardella et 
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al., 1999; Gerdes et al., 2002). Dependendo do contexto de estimulação, do 

microambiente de citocinas e da predisposição genética, a IL-18 pode promover 

tanto uma resposta do tipo Th1 ou Th2 (Nakanishi et al., 2001). Embora os efeitos 

pleiotrópicos da IL-18 sugerem uma importante participação na modulação de 

citocinas Th2, quando atuando independentemente da ação da IL-12 (Hoshino et al., 

1999; Yoshimoto et al., 2000; Helmby et al., 2001; Leite-de-Moraes et al., 2001; 

Yoshimoto et al., 2003), sua principal função seria de promover a secreção de TNF-

α, IL-1β, IL-6, IL-8, GM-CSF e a expressão de moléculas de adesão em monócitos e 

macrófagos e a produção de IFN-γ pelas células T, B e NK, potencializada pela ação 

da IL-12 (Okamura et al., 1995, Robinson et al., 1997; Chang et al., 2000; Lee et al., 

2004; Reddy, 2004).  

Pesquisadores têm apresentado vários resultados demonstrando a 

importância da IL-18 em infecções bacterianas e fúngicas causadas por 

Mycobacterium turbeculosis (Sugawara et al., 1999; Kinjo et al., 2002), M. avium 

(Shiratsuchi & Ellner, 2001), Legionella pneumophila (Brieland et al., 2000), C. 

neoformans (Qureshi et al., 1999; Kawakami et al., 2000a; Kawakami et al., 2000b; 

Kawakami, 2002) C. albicans (Netea et al., 2003; Stuyt et al., 2004; Tardif et al., 

2004) e A. fumigatus (Cenci et al., 1998; Brieland et al., 2001; Phadke et al., 2005). 

 No entanto, na paracoccidioidomicose, trabalhos têm demonstrado que 

camundongos KO em IL-18 (IL-18 -/-) e infectados por P. brasiliensis foram mais 

resistentes à infecção, apresentando uma menor carga fúngica e menor taxa de 

mortalidade, quando comparado com os animais controles, demonstrando que neste 

modelo a IL-18 contribuiu para o agravamento da doença, estando assim, associada 

à susceptibilidade (Panagio et al., 2008). Camundongos controles apresentaram 
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maior taxa de mortalidade durante o primeiro mês de infecção, com maior número 

de unidades formadoras de colônias recuperadas dos pulmões, quando comparados 

aos camundongos IL-18-/-. A análise histopatológica revelou a presença de 

granulomas bem formados em ambas linhagens, no entanto, diferenças foram 

observadas no segundo mês de infecção, quando ocorreu uma predominância de 

células epitelióides em lesões de camundongos IL-18-/-, indicando que a IL-18 

retarda a cura pulmonar dos camundongos (Panagio et al., 2008).  

Também foi demonstrado que pacientes com paracoccidioidomicose com 

a forma mais grave da doença (forma juvenil) apresentavam níveis séricos de IL-18 

muito maiores quando comparados aos níveis dos indivíduos controles e de 

pacientes com a forma adulta da doença, apontando a participação da IL-18 na 

patogênese da doença (Corvino et al., 2007). 

Recentemente, nosso grupo demonstrou que a IL-18 possui uma ação 

importante sobre o aumento da expressão de TLR4 e MR em monócitos humanos 

(Dias-Melicio et al., 2011a) e um papel modulador negativo sobre os mecanismos 

efetores contra o P. brasiliensis, uma vez que essa citocina foi capaz de promover 

condições favoráveis ao crescimento fúngico, sendo esse efeito relacionado com o 

reconhecimento do P. brasiliensis via MR que causaria aumento do crescimento do 

P. brasiliensis no interior das células (Dias-Melicio et al., 2011b). 

Embora esses resultados acima apontem para uma ação negativa da IL-

18 na paracoccidioidomicose, e visto a importância da dectina-1 no reconhecimento 

fúngico e sua participação na imunidade antifúngica em outras infecções, tornou-se 

interessante o estudo da interação das diferentes cepas de P. brasiliensis com o 

receptor dectina-1 da superfície de monócitos humanos, e a avaliação da ação da 
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IL-18 sobre a modulação deste receptor e sobre a produção de citocinas importantes 

como TNF-α e IL-10, permitindo uma melhor compreensão das vias de ativação 

dessas células durante o confronto fungo-monócito. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

Os objetivos do presente estudo foram: 

 

a) Avaliar a ação da IL-18 sobre a expressão do receptor dectina-1 em 

monócitos humanos desafiados in vitro com diferentes cepas do P. brasiliensis;  

 

b) Avaliar a participação da dectina-1 no reconhecimento fúngico e 

consequente indução da produção de IL-18, TNF-α e IL-10 por monócitos 

desafiados in vitro com diferentes cepas do P. brasiliensis. 
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3. CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

3.1. Casuística 

 

Foram avaliados monócitos obtidos de 30 mL de sangue periférico de 16 

indivíduos normais, doadores de sangue do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina de Botucatu, UNESP. O consentimento dos indivíduos para participação no 

presente trabalho foi obtido após informação e esclarecimento sobre os objetivos da 

pesquisa e assinatura do formulário de consentimento livre e esclarecido.  

 

3.2. Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 

 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP (Of. 151/2012).  

 

3.3. Cultivo do P. brasiliensis 

 

Foram utilizadas a cepa 18 de P. brasiliensis (Pb 18), considerada virulenta;  

e a cepa 265  de P. brasiliensis (Pb 265), considerada avirulenta. Ambas foram 

mantidas em nosso laboratório através de cultivo em meio GPY (glicose 1,5 %, 

peptona 1 % e extrato de levedura 0,5 %) a 37°C, em tubos de 20 x 20 mm. As 

culturas foram utilizadas após 6 dias de cultivo.  
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3.4. Teste de viabilidade do P. brasiliensis 

  

Células leveduriformes de P. brasiliensis foram cultivadas de acordo com o 

item 3.3. Após o crescimento, essas células foram coletadas da superfície de cultivo 

através de alça de platina e transferidas para tubos estéreis contendo pérolas de 

vidro de 4mm de diâmetro e aproximadamente 10 mL de meio RPMI 1640 (SIGMA-

ALDRICH, ST Louis, MO, USA), e homogeneizadas em agitador de tubos tipo Vórtex 

por 30 segundos. Em seguida, as suspensões celulares foram mantidas em repouso 

durante 3 minutos para sedimentação de grumos não desfeitos durante a agitação. 

Após este período, o sobrenadante dessa suspensão foi coletado, e uma alíquota da 

mesma foi utilizada para contagem em câmara hemocitométrica tipo Neubauer 

utilizando microscópio com contraste de fase. Foram consideradas como células 

viáveis as que se apresentaram com aspecto brilhante (refringente), uma vez que as 

células mortas apresentam-se com a parede escura. Foram utilizadas as 

suspensões que apresentarem pelo menos 95% de viabilidade (Soares et al., 2001). 

A concentração da suspensão fúngica utilizada nos ensaios foi de 2x104 fungos 

viáveis/mL nas macroculturas, estabelecendo-se uma relação fungo/monócito de 1:50. 

 

3.5. Isolamento e cultura de monócitos do sangue periférico 

 

Sangue periférico de indivíduos saudáveis foi obtido por punção venosa, sendo 

colocados em tubos estéreis contendo 200µL de heparina (Liquemine-Roche). As 



23 

 

células mononucleares foram obtidas por meio da separação em gradiente de Ficoll-

Hypaque (SIGMA-ALDRICH). O anel rico em linfócitos e monócitos foi lavado 

inicialmente com meio de cultura RPMI 1640 (SIGMA-ALDRICH) por 10 minutos a 

200g e, seguido de mais uma lavagem com meio de cultura RPMI 1640  por mais 10 

minutos a 200g. Após este período, a suspensão celular foi ressuspendida em meio de 

cultura RPMI 1640 (SIGMA-ALDRICH) suplementado com 10% de soro bovino fetal 

(Meio de Cultura de Células Completo: MCCC). A contagem, identificação e viabilidade 

dos monócitos foram realizadas através da incorporação pelo vermelho neutro 

(alíquotas de 50 µL da suspensão celular foram incubadas a 37°C duran te 10 minutos 

com 0,45 mL da solução do corante a 0,02%). Para realização das culturas de 

monócitos, a concentração celular foi ajustada para 1x106 monócitos/mL, com posterior 

plaqueamento da suspensão celular (1000µL/orifício) em placas de macrocultura de 

fundo chato com 24 orifícios, para realização dos ensaios de citometria de fluxo. Para a 

obtenção de sobrenadantes de cultura para as dosagens de IL-18, TNF-α, e IL-10, a 

concentração também foi ajustada para 1x106 monócitos/mL, com posterior 

plaqueamento da suspensão celular (1000µL/orifício) em placas de macrocultura de 

fundo chato com 24 orifícios. Após uma hora de incubação a 37°C em tensão de 5% 

de CO2, as células não aderentes das culturas de monócitos foram eliminadas através 

de lavagens das placas de macrocultura com meio de cultura RPMI 1640 a 37°C.  

 

3.6. Avaliação da expressão de dectina-1 na superfície de monócitos por 

citometria de fluxo  
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Células mononucleares foram obtidas por meio de separação em gradiente de 

Ficoll-Hypaque e incubadas a 37 oC, em tensão de 5% de CO2 por 1 hora. A 

concentração celular foi previamente ajustada para 1x106 monócitos/mL, após 

contagem em câmara hemocitométrica, sendo distribuídos em placas de cultura de 

24 orifícios, incubados por 1h, com retirada das células não aderentes após esse 

período. Os monócitos isolados foram então incubados por 18 horas, na ausência ou 

na presença de IL-18 (100 ng/mL), seguido do desafio com as diferentes cepas de 

P. brasiliensis, durante 4 horas. Para recuperação da monocamada de monócitos da 

placa de macrocultura, para avaliação por citometria de fluxo, foi utilizado Hyqtase 

(HyQTaseTM cell detachment solution) da HyClone Cell Culture and Bioprocessing 

(Thermo Fisher Scientific Inc., GA, USA). As placas foram colocadas e mantidas 

sobre gelo durante todo o processo de descolamento de monócitos. Após a coleta 

do sobrenadante, as células foram tratadas com 200 µL de solução Hyqtase gelada 

por 5 minutos. Após esse período, as células foram lavadas com 1mL de Solução de 

Isoton II gelado (BD labware), recuperadas e centrifugadas em tubos Falcon para 

citômetro (BD Labware).  As células foram então incubadas com anti-dectina-1 

conjugado com PE (Mouse Anti Human Dectin-1/MCA4661PE Antibody – AbD 

Serotec), e com anti-CD14 conjugado com FITC (BD Pharmingen) durante 20 min no 

escuro, de acordo com instrução de cada fabricante. Para cada teste, um tubo 

controle foi incubado com anticorpos controles isotípicos, marcados com os 

respectivos fluorocromos dos testes. Após, as células foram centrifugadas por 10 

minutos a 300 g para lavagem e ressuspendidas em 250 µL de ISOTON II, fixadas 

com 50 µL de solução de fixação contendo 5% de formaldeído (BD Labware). As 

análises foram realizadas em citômetro de fluxo modelo FACSCALIBURTM (Becton 

Dickinson) usando programas “Cell Quest” (Becton Dickson) para adquirir e analisar 
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multiparâmetros celulares. Foi padronizada a aquisição de 10.000 eventos por 

amostra e foi otimizada a população de interesse, população CD14+ (monócitos), 

estabelecendo-se gate (janela) com base em parâmetros de tamanho (FSC), 

granularidade (SSC) e fluorescência (FL1 – anti-CD14 FITC e FL2 – anti-dectina-1 

PE). A expressão de fluorescência foi verificada em  FL1 e FL2, detectores específicos 

aos comprimentos de ondas emitido pelos fluorocromos utilizados.  

  

3.7. Bloqueio da ligação do P. brasiliensis ao receptor dectina-1 utilizando-se 

anticorpo monoclonal 

 

A avaliação da participação do receptor dectina-1 no reconhecimento do P. 

brasiliensis e consequente indução das citocinas IL-18, IL-10 e TNF-alfa -α foi 

realizada através da inibição seletiva da interação do P. brasiliensis com o receptor 

dectina-1, utilizando-se tratamento prévio destas células (2 horas antes do desafio 

com P. brasiliensis) com anticorpo monoclonal anti-dectina-1 de bloqueio 

(Monoclonal Anti-Human Dectin-1/CLEC7A Antibody, R&D Systems).  

Ensaios de padronização foram realizados para identificação da melhor dose 

de anticorpo anti-dectina-1 para bloqueio do receptor, testando-se 3 diferentes doses 

do anticorpo (0.75, 1.5 e 3.0 µg/mL). 

 

3.8. Obtenção de sobrenadantes de cultura de monócitos de indivíduos 

saudáveis 
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Monócitos de indivíduos saudáveis, obtidos conforme descrito no item 3.5 

foram incubados a 37oC, em tensão de 5% de CO2, na ausência ou na presença de 

IL-18 (100 ng/mL), durante 18 horas, seguido do desafio com ambas as cepas de P. 

brasiliensis. Para avaliação da participação do receptor dectina-1 na indução da 

produção de IL-18, TNF-α e IL-10, duas horas antes do desafio com o fungo, os 

monócitos foram tratados ou não com anticorpo monoclonal anti-dectina-1 (3 µg/mL) 

(R&D Systems) para realização do bloqueio do receptor, impedindo-se assim o 

reconhecimento fúngico pelo receptor. Após 18 horas de tratamento com IL-18, 

seguido de 4 horas de cocultivo com P. brasiliensis, os sobrenadantes das culturas 

foram aspirados, submetidos à centrifugação para eliminação de células fúngicas e 

armazenados a -80oC para posterior dosagem de IL-18, TNF-α e IL-10 pela técnica 

de ELISA.  

 

3.9. Dosagem de IL-18, TNF- αααα e IL-10. 

 

A quantificação de IL-18, TNF-α, e IL-10 em sobrenadantes de culturas de 

monócitos humanos foi realizada pela técnica de ELISA, utilizando-se os kits Human 

IL-18 ELISA Kit da MBL (Medical & Biological Laboratories CO. LTD, Nagoya, 

Japan) e BD OptEIATM (Human TNF-alpha ELISA Set, Human IL-10 ELISA Set) e 

Reagent Set B kit (reagentes complementares dos kits para realização das 

dosagens), todos da BD Biosciences, San Diego, CA. 

Para cada dosagem de cada citocina, placas certificadas de 96 orifícios e 

fundo plano (NUNC – MaxiSorp Surface) foram sensibilizadas com anticorpos 

monoclonais específicos para cada citocina, preparados em tampão de cobertura 
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(Coating Buffer - Reagent Set B kit), incubadas “over night” a 4°C.  Após a 

sensibilização, as placas foram lavadas quatro vezes com Wash Concentrate 20X 

(Reagent Set B kit), e bloqueadas com reagente diluente (Assay Diluent - Reagent 

Set B kit). O período de bloqueio foi de 1h à temperatura ambiente, seguido de 

quatro lavagens com Wash Concentrate 20X (Reagent Set B kit). As amostras testes 

foram colocadas nos orifícios em duplicatas, num volume de 100 µL, e a citocina 

recombinante referente à cada dosagem foi preparada em reagente diluente (Assay 

Diluent - Reagent Set B kit) e colocada em duplicata, em concentrações variando de 

2000 a 31,25 pg/mL para a realização da curva padrão do ensaio. As placas foram 

incubadas novamente por 2 h à temperatura ambiente.  

Após a retirada das amostras das placas e posterior lavagem, 4 vezes com 

Wash Concentrate 20X (Reagent Set B kit), foi adicionado o anticorpo detector de 

trabalho (Working Detector), conforme a dosagem a ser realizada, preparado em 

reagente diluente (Assay Diluent - Reagent Set B kit) acrescido de conjugado 

estreptoavidina - peroxidase (SAv-HRP reagent), na concentração indicada pelo 

fabricante, com posterior incubação das placas por 1 h à temperatura ambiente, 

seguida de 5 lavagens com Wash Concentrate 20X (Reagent Set B kit). Como 

substrato da reação foi utilizada solução de Peróxido de Hidrogênio e TMB-

tetrametilbenzidina (Substrate Reagent A e Substrate reagent B - Reagent Set B kit). 

Após o tempo de reação, à temperatura ambiente e em câmara escura, o bloqueio 

foi realizado com solução stop (Stop Solution - Reagent Set B kit).  

A leitura da placa foi feita em leitor de ELISA, utilizando-se filtro duplo de 450 e 

570 nm para correção de imperfeições óticas da placa. 

 



28 

 

4. RESULTADOS 

 

4.1. Avaliação da ação da IL-18 sobre a expressão de dectina-1 em monócitos 

 

Após a padronização da melhor concentração de anticorpo anti-dectina-1 

marcado com PE, para determinação da expressão do receptor na superfície de 

monócitos, iniciamos nossos experimentos para avaliação da ação da IL-18 sobre a 

expressão do receptor e análise da participação do receptor dectina-1 no 

reconhecimento do P. brasiliensis. Esses experimentos foram realizados no 

laboratório de citometria de fluxo do Hemocentro da Faculdade de Medicina, UNESP 

– Botucatu. 

  Nossos resultados demonstraram que após ativação com IL-18 na dose de 

100ng/mL, dose já padronizada em nossos laboratórios e que demonstrou ter ações 

sobre a modulação de receptores TLR4 e manose (Dias-Melicio et al., 2011a), não 

identificamos diferenças na expressão desse receptor quando comparamos com a 

expressão dos monócitos normais (figura 1). 

 No entanto, monócitos desafiados com diferentes cepas de P. brasiliensis 

apresentaram expressões diferenciadas na dependência da cepa avaliada. 

Monócitos desafiados com a cepa Pb 18 não apresentaram diferenças na expressão 

do receptor dectina-1 quando comparada com a expressão dos monócitos normais 

(figura 1). Já quando as células foram desafiadas com a cepa avirulenta de P. 

brasiliensis (Pb 265), ou mesmo tratadas com IL-18 e desafiadas com Pb 265, 

identificamos um aumento significativo na expressão do receptor dectina-1 quando 

comparamos com o controle e com as células somente tratadas com IL-18 (figura 1). 
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Figura 1. Expressão de dectina-1 em  monócitos (% de CD14+) tratados ou  não com 

IL-18 na dose de 100 ng/mL, durante 18 horas, seguido de desafio com diferentes 

cepas de P. brasiliensis  (Pb 18 ou Pb265) por 4  horas.  Os dados representam a 

média + SEM de 12 indivíduos testados. *p<0,05 X MO (MCCC) e MO+IL-18. 

 

 Quando analisamos a média de intensidade de fluorescência (MIF), 

detectamos que a expressão do receptor dectina-1 foi muito maior no grupo de 

monócitos desafiados com a cepa avirulenta do P. brasiliensis (Pb 265) (figura 2). 
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Figura 2. Média de intensidade de fluorescência (MIF) de  monócitos (CD14+) tratados 

ou não com IL-18 na dose de 100 ng/mL, durante 18 horas, seguido de desafio com 

diferentes cepas de P. brasiliensis  (Pb 18 ou Pb265) por 4  horas.  Os dados 

representam a média + SEM de 12 indivíduos testados. *p<0,05 X todos os grupos. 

 

4.2. Avaliação da ação da IL-18 e do receptor dectina-1 sobre a produção de 

citocinas 

 

 4.2.1. Padronização da concentração ideal de anticorpo monoclonal anti-

dectina-1 para a determinação do bloqueio do receptor em monócitos 

 

 Para avaliação da ação da IL-18 e do receptor dectina-1 sobre a produção de 

citocinas, realizamos inicialmente, ensaios para a padronização da melhor dose do 

anticorpo de bloqueio do receptor dectina-1 em monócitos. Para realização desses 



31 

 

experimentos foram testados 4 indivíduos, utilizando as concentrações de 0.75, 1.5 

e 3µg/mL de anticorpo anti-dectina-1. Observamos que a melhor dose de anticorpo 

para bloqueio foi detectada com a dose de 3µg/mL (Figuras 3 e 4), que passou a ser 

utilizada nos experimentos subsequentes. Nessa concentração atingimos a média 

de 95% de bloqueio, confirmando os dados da bula que diziam que nessa dose 

(3µg/mL), 100% do bloqueio da interação receptor-ligante seria atingido. Esses 

experimentos foram avaliados no laboratório de Citometria de Fluxo, da Fundação 

Amaral Carvalho, na cidade de Jaú-SP. 

 

Figura 3. Histograma de sobreposição de um experimento representativo da Média 

de Intensidade de Fluorescência (MIF) para Dectina-1, de monócitos normais (preto) 

ou monócitos tratados com 0.75µg/mL (linha rosa), 1.5 µg/mL (linha azul) e 3.0 

µg/mL (linha laranja) de anticorpo anti-dectina-1. A linha verde representa MIF do 

controle isotípico. 



32 

 

  

Figura 4. Histogramas de sobreposição representativos da Media de Intensidade de Fluorescência 

(MIF) para dectina-1 de um experimento nas diferentes condições de culturas: monócito e monócitos 

tratados com anti-dectina-1 (3µg/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, C e D representam histogramas de intensidade de 

fluorescência em função do “confronto” entre controle isotípico (verde), controle positivo (monócito 

normal) (roxo) e índice de bloqueio (laranja). As tabelas ao lado dos histogramas representam a % de 

células dentro das regiões analisadas (% gated) e a intensidade média de fluorescência (geo mean). 

A 

C 

D 

B 
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4.2.2. Produção de IL-18 

 

Os resultados referentes à produção de IL-18 demonstram que monócitos 

normais produzem baixos níveis dessa citocina (figura 5). No entanto, ao 

desafiarmos essas células com a cepa virulenta do P. brasiliensis (Pb 18) houve um 

aumento significativo nos níveis de IL-18 produzidos nessas culturas. Nas coculturas 

tratadas com anticorpo monoclonal anti-dectina-1 e desafiadas com Pb 18, embora 

tenham demonstrado uma pequena diminuição nos níveis da citocina, os dados não 

foram estatisticamente diferentes do grupo somente desafiado (figura 5). Em relação 

às coculturas desafiadas com a cepa Pb 265, embora os níveis de IL-18 se 

mostraram um pouco maior que o controle, os dados não foram estatisticamente 

significativos. No entanto, os níveis detectados nas coculturas desafiadas com a 

cepa Pb 265 foram bem menores do que os níveis produzidos no grupo desafiado 

com a cepa virulenta. O bloqueio do receptor com anticorpo anti-dectina-1 também 

não alterou os níveis produzidos pelas células desafiadas com a cepa avirulenta 

(figura 5). Não procedemos às dosagens de IL-18 nas culturas tratadas com IL-18, 

pois dosaríamos a IL-18 recombinante que foi utilizada nas culturas como 

tratamento. 
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Figura 5. Produção de IL-18 por monócitos não tratados com IL-18, na presença ou 

não de anticorpo monoclonal anti-dectina-1 (3 µg/mL) (AD), seguido de desafio com 

deferentes cepas de P. brasiliensis (Pb 18 ou Pb 265) por 4 horas.  Os dados 

representam a média + SEM de 12 indivíduos testados. **p<0,01 X MO; *p<0,05 X MO; 

£ p< 0,05 X MO+Pb 265. 

 

4.2.3. Produção de TNF- α 

 

Dados interessantes foram observados ao avaliarmos as concentrações de 

TNF-α nas culturas tratadas com IL-18 e/ou desafiadas com diferentes cepas de P. 

brasiliensis, que corroboram os resultados já observados em trabalhos anteriores de 

nosso laboratório (Dias-Melicio et al., 2011b), e que podem ser observados na figura 

6. Monócitos normais apresentaram baixos níveis de TNF-α e quando as células 

foram ativadas com IL-18, níveis altíssimos dessa citocina foram produzidos, 

£ 
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demonstrando mais uma vez um papel importante da IL-18 como estimuladora direta 

da produção dessa citocina. Quando observamos as culturas desafiadas com 

diferentes cepas de P. brasiliensis, detectamos também que a cepa Pb 265 sozinha, 

induz uma maior produção de TNF-α quando comparada com a cepa Pb 18. No 

entanto, a produção induzida pela IL-18 foi inibida quando as células foram tratadas 

com IL-18 e desafiadas com as duas cepas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Produção de TNF-alfa por monócitos tratados ou não com IL-18 na dose de 

100 ng/mL, durante 18 horas, na presença ou não de anticorpo monoclonal anti-

dectina-1 (3 µg/mL), seguido de desafio com P. brasiliensis (Pb 18 e Pb 265) por 4 

horas.  Os dados representam a média + SEM de 12 indivíduos testados. * p<0,05 X 

MO (MCCC); **p<0,01 X MO (MCCC); ***p<0,001 X MO (MCCC); + p<0,05 X Pb 18 

(MCCC); £ p< 0,05 X IL-18 + Pb 18; º p< 0,05 X Pb 265 (MCCC); ¨p<0,05 X IL-18 + Pb 

265. 
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 Na figura 6 também podemos observar o efeito do bloqueio do receptor 

dectina-1 realizado com anticorpo monoclonal, antes do desafio com as cepas de P. 

brasiliensis. Observamos claramente que o efeito da IL-18 sobre a produção de 

TNF-α não foi alterada com o tratamento das células não desafiadas com o 

anticorpo. A produção de TNF-α induzida tanto pelo Pb 18, como pelo Pb 265 em 

concentrações maiores, foram ambas inibidas com o tratamento com anticorpo anti-

dectina-1, demonstrando a participação desse receptor no reconhecimento fúngico e 

na indução de TNF-α via receptor. Os resultados das culturas tratadas com IL-18 e 

desafiadas com Pb 18 demonstram a produção de níveis maiores de TNF-α, quando 

comparadas somente com as culturas desafiadas com Pb 18. O bloqueio do 

receptor dectina-1 com anticorpo monoclonal nas culturas tratadas com IL-18 e 

desafiadas com Pb18 e Pb 265 também diminuiu significativamente os níveis de 

TNF-α induzidos. 

 

4.2.4. Produção de IL-10 

 

Os resultados relativos à produção de IL-10 são mostrados na figura 7. Nossos 

dados mostraram que monócitos normais possuem uma produção basal de IL-10, 

que não foi alterada com tratamento com anticorpo monoclonal de bloqueio. 

Podemos notar que a IL-18 também apresentou um efeito sobre a indução de IL-10 

nos monócitos apenas tratados com a citocina. Ao desafiarmos as células com as 

duas cepas identificamos diferenças estatisticamente significativas entre monócitos 

apenas desafiados e monócitos controles. No entanto, a cepa Pb18 foi capaz de 

induzir níveis muito maiores de IL-10 quando comparada com a cepa Pb265, 



37 

 

demonstrando uma maior capacidade da cepa virulenta em induzir a produção de IL-

10. Ao analisarmos os grupos de células que foram tratados com a IL-18 seguido de 

posterior desafio com as cepas, observamos que os níveis de IL-10 no grupo 

desafiado com Pb 18 não foram alterados em relação às células somente tratadas 

com IL-18, e em relação às células apenas desafiadas com a cepa. No entanto, as 

células tratadas com IL-18 e desafiadas com Pb 265 apresentaram o mesmo perfil 

de produção das células somente desafiadas com a cepa avirulenta. Os grupos 

tratados com anticorpo anti-dectina-1 para bloqueio do receptor, embora tenham 

apresentado uma pequena diminuição nos níveis de IL-10 induzidos por IL-18 e/ou 

pelas diferentes cepas, não apresentaram diferenças estatisticamente significantes. 
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Figura 7. Produção de IL-10 por monócitos tratados ou não com IL-18 na dose de 100 

ng/mL, durante 18 horas, na presença ou não de anticorpo monoclonal anti-dectina-1 

(3 µg/mL), seguido de desafio com P. brasiliensis (Pb 18 e Pb 265) por 4 horas.  Os 

dados representam a média + SEM de 12 indivíduos testados.  *p<0,05 X MO (MCCC); 

**p<0,01 X MO (MCCC). 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

Na paracoccidioidomicose sabe-se que a resposta protetora contra o P. 

brasiliensis depende de um padrão de resposta Th1 envolvendo como principais 

citocinas o IFN-γ, TNF-α e IL-12 (Arruda et al., 2002; Romano et al., 2002), e a 

imunidade inespecífica ou inata apresenta grande importância no combate ao P. 

brasiliensis e no direcionamento dessa resposta efetora. Dentre os vários 

mecanismos envolvidos nesta resposta, os desenvolvidos pelas células fagocitárias 

desempenham papel central na resistência contra o fungo, com destaque para a 

participação na reação inflamatória e na atividade fungicida. Estas funções, no 

entanto, dependem de mecanismos de ativação dessas células, gerados pela 

interação com o próprio fungo e receptores celulares ou com fatores da resposta 

imune inespecífica e específica, como as citocinas (Mencacci et al., 2000; 

Antachopoulos et al., 2005; Walsh et al., 2005; Calich et al., 2008a e 2008b, Bonfim 

et al., 2009; Acorci-Valério et al., 2010; Nakaira-Takahagi et al., 2011). 

Nos últimos anos, nossos estudos têm focado a ação da IL-18 nos 

mecanismos efetores celulares contra o P. brasiliensis. Visto que a IL-18 é uma 

citocina chave na indução de IFN-gama, sendo chamada originalmente de Fator 

Indutor de IFN-γ, e que vários trabalhos tem descrito a sua ação protetora em várias 

infecções bacterianas e fúngicas causadas por Mycobacterium turbeculosis 

(Sugawara et al., 1999; Kinjo et al., 2002), M. avium (Shiratsuchi & Ellner, 2001), 

Legionella pneumophila (Brieland et al., 2000), C. neoformans (Qureshi et al., 1999; 

Kawakami et al., 2000a; Kawakami et al., 2000b; Kawakami, 2002) C. albicans 

(Netea et al., 2003; Stuyt et al., 2004; Tardif et al., 2004) e A. fumigatus (Cenci et al., 
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1998; Brieland et al., 2001; Phadke et al., 2005), pensamos inicialmente em sua 

participação como uma citocina indutora de mecanismos efetores contra o fungo. No 

entanto, em trabalho anterior, ao avaliarmos a ação da IL-18 sobre a atividade 

fungicida de monócitos contra o P. brasiliensis, identificamos um efeito contrário ao 

esperado, uma vez que células tratadas com IL-18 e desafiadas com as cepas 

virulenta (Pb18) e avirulenta (Pb265) apresentaram um aumento significativo na 

recuperação fúngica (Dias-Melicio et al., 2011b). Estes resultados demonstraram que 

a IL-18 não possui uma ação ativadora da atividade fungicida de monócitos contra o P. 

brasiliensis. Na realidade, nossos resultados indicaram uma participação da IL-18 na 

facilitação do crescimento fúngico intracelular, uma vez que a neutralização da citocina 

com anticorpo monoclonal anti-IL-18, resultou em diminuição da recuperação fúngica 

nas culturas, revertendo o efeito do tratamento (Dias-Melicio et al., 2011b). Esse 

aumento de recuperação fúngica esteve associado a um aumento da expressão de 

receptor de manose (MR), uma vez que a IL-18 aumentou a expressão desse 

receptor, e os ensaios de bloqueio utilizando anticorpo monoclonal anti-MR, 

comprovaram sua participação no efeito exercido por essa citocina, provavelmente 

disparando uma nova via molecular com ativação de PPARγ, que regula 

negativamente a resposta inflamatória de macrófagos (Jiang et al., 1998; Ricote et 

al., 1998; Ricote et al., 1999; Von Knethen & Brüne, 2002; Rajaram et al,. 2010; Dias-

Melicio et al., 2011b). 

Nossos dados anteriores (Dias-Melicio et al., 2011b) corroboram os dados 

obtidos por Panagio et al. (2008) que demonstraram a participação da IL-18 na 

susceptibilidade à infecção pelo P. brasiliensis. Os autores observaram que 

camundongos KO em IL-18 (IL-18 -/-) e infectados por P. brasiliensis foram mais 

resistentes à infecção, apresentando uma menor carga fúngica e menor taxa de 
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mortalidade, quando comparado com os animais controles, demonstrando que neste 

modelo a IL-18 contribuiu para o agravamento da doença, estando assim, associada 

à susceptibilidade. Camundongos controles apresentaram maior taxa de mortalidade 

durante o primeiro mês de infecção, com maior número de unidades formadoras de 

colônias recuperadas dos pulmões, quando comparados aos camundongos IL-18-/-. 

A análise histopatológica revelou a presença de granulomas bem formados em 

ambas linhagens, no entanto, diferenças foram observadas no segundo mês de 

infecção, quando ocorreu uma predominância de células epitelióides em lesões de 

camundongos IL-18-/-, indicando que a IL-18 retarda a cura pulmonar dos 

camundongos.  

Dessa forma, tornou-se extremamente interessante a avaliação da ação 

da IL-18 sobre a modulação do receptor dectina-1, uma vez que são receptores 

altamente expressos na membrana de fagócitos (Brown & Gordon, 2001; Brown et 

al., 2002; Taylor et al., 2002; Huang et al., 2009), sendo os principais receptores de 

reconhecimento de β-glucanas, especialmente β-(1,3)-glucanas, principais 

componentes da parede celular da maioria dos fungos. As β-(1,3)-glucanas 

compreendem, na realidade, cerca de 60% do peso seco da parede celular fúngica, 

sendo assim consideradas como os principais PAMPs envolvidos na interação 

fungo-hospedeiro (Tsoni & Brown, 2008; Bowman & Free, 2006). Além disso, muitos 

estudos têm demonstrado que a dectina-1 pode induzir uma série de respostas 

celulares protetoras contra fungos, tais como fagocitose e atividade fungicida, que 

são mediadas, pelo menos em parte, pela indução do burst respiratório (Gantner et 

al., 2005; Steele et al.; 2003; Luther et al., 2007). Essas interações também levam à 

indução de numerosas citocinas e quimiocinas, incluindo MIP-1α, GM-CSF, G-CSF, 

TNF-α, MIP-2, IL-1β, IL-1α, IL-23, IL-10, IL-2 e IL-6 (Steele et al.; 2003; Brown et al., 
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2003; Rogers et al., 2005; Steele et al.; 2005; Viriyakosol et al., 2005; Leibundgut-

Landmann et al., 2007).  

Nossos resultados demonstraram que a IL-18 não possui ação moduladora 

sobre a expressão do receptor dectina-1 na superfície de monócitos. Quando as 

células foram desafiadas com a cepa virulenta do fungo, também não detectamos 

alterações nos níveis de expressão do receptor. Houve um aumento da expressão do 

receptor dectina-1 quando os monócitos foram desafiados com a cepa avirulenta Pb 

265. Este efeito pode ser resultante do reconhecimento da cepa avirulenta Pb 265, 

com maior ligação e ativação de receptores dectina-1, uma vez que foi demonstrado 

que cepas menos virulentas do P. brasiliensis, como a Pb 265,  apresentam maior 

quantidade de β-glucanas na composição de suas paredes e induzem a uma 

resposta inflamatória bastante intensa (Silva et al., 1994). No entanto, nossos 

resultados são discordantes de Bonfim et al. (2009), que avaliaram a expressão de 

TLR1, TLR2, TLR4 e dectina-1 em monócitos e neutrófilos de indivíduos saudáveis 

após estimulação de células leveduriformes de P. brasiliensis, com alta ou baixa 

virulência e sugeriram a participação de TLR2, TLR4 e dectina-1 no reconhecimento, 

internalização e conseqüente ativação da resposta imune contra o fungo. No 

entanto, os autores demonstraram diminuição da expressão de dectina-1 após 

desafio com o fungo, podendo esse resultado ser decorrente da utilização de 

diferentes períodos de avaliação, realizada após 30 minutos de desafio, enquanto 

nossa avaliação foi somente feita  depois de quatro horas de desafio. 

Em relação às citocinas produzidas, nossos resultados demonstram que a 

cepa virulenta foi capaz de induzir uma maior concentração de IL-18 em relação à 

cepa avirulenta. Visto toda importância desta citocina até agora, e que pacientes 

com paracoccidioidomicose com a forma mais grave da doença (forma juvenil) 
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apresentam níveis séricos de IL-18 muito maiores quando comparados aos níveis 

dos indivíduos controles e de pacientes com a forma adulta da doença (Corvino et 

al., 2007), é provável que esse achado desempenhe importante participação na 

patogênese da doença. Em trabalho recente, nas infecções causadas por vírus 

Epstein Barr (EBV), a IL-18 tem sido associada como marcador de severidade de 

doença, pelas concentrações séricas também estarem altamente elevadas nesses 

indivíduos (van de Veerdonk et al., 2012). 

Nossos resultados também demonstram que a IL-18 foi capaz de induzir 

altos níveis de TNF-alfa e IL-10 em monócitos somente tratados com a citocina. 

Quando avaliamos as células somente infectadas com as diferentes cepas 

observamos que a cepa virulenta (Pb18) foi capaz de induzir níveis menores de 

TNF-α e níveis maiores de IL-10 quando comparados aos detectados para a cepa 

avirulenta (Pb265). No entanto, quando avaliamos as células tratadas com IL-18 e 

desafiadas com as duas cepas, notamos que o efeito ativador de IL-18 sobre a 

produção de TNF-α observado nas células somente tratadas com IL-18, foi 

diminuído pelo desafio com o fungo. E mais interessante, quando bloqueamos o 

receptor dectina-1, com anticorpo monoclonal de bloqueio, obtivemos diminuição da 

produção de TNF-α, demonstrando a participação do receptor dectina-1 no 

reconhecimento do P. brasiliensis e na consequente indução de TNF-α via receptor 

dectina-1. Em relação à IL-10, embora o bloqueio do receptor tenha diminuído os 

níveis da citocina, os resultados não foram diferentes estatisticamente. 

Trabalho recente demonstrou a modulação da expressão de TLR2, TLR4 e 

MR na superfície de monócitos humanos estimulados in vitro com células 

leveduriformes de P.brasiliensis ou com gp43, seu principal antígeno e, a produção 

de TNF-α e IL-10. Os resultados mostram que tanto o fungo como a gp43 foram 
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capazes de modular a expressão de TLR2 e TLR4 em relação às células controle 

não estimuladas. Entretanto, os resultados obtidos com estímulo de gp43 foram 

mais evidentes. Baixa expressão de TLR2 e alta de TLR4 por monócitos foram 

induzidas por gp43 em 4h de cultura, associadas com elevada produção de TNF- 

alfa. Entretanto, esse perfil inverteu-se após 18 h de cultura, observando-se maior 

expressão de TLR2 e menor de TLR4, associadas com maior produção de IL-10. 

Assim, a persistência de gp43 na cultura de monócitos por 18h pareceu aumentar a 

expressão de TLR2 e a produção de IL-10 por essas células (Nakaira-Takahagi et 

al., 2011). 

Em trabalho anterior, identificamos em monócitos desafiados com as duas 

cepas, que o reconhecimento fúngico também ocorre através de ligações via TLR4 e 

TLR2, e que a produção de TNF-α e IL-10 detectados nessas culturas estariam 

relacionadas preferencialmente ao TLR4 e TLR2 respectivamente, e que a ligação 

ao MR modularia negativamente a resposta de monócitos (Dias-Melicio et al., 2011). 

Agora, com esse novo estudo, nosso conhecimento se amplifica, demonstrando que 

o receptor dectina-1 também trabalha em cooperação com os outros receptores 

TLRs, na indução de TNF-α em resposta ao P. brasilensis. 

Tem sido demonstrado que uma nova β-glucana particulada isolada de 

Saccharomyces cerevisiae (Glyc 101) estimula dectina-1 e TLR2, induzindo a 

produção de TNF-α em macrófagos humanos e murinos, envolvendo a via clássica 

de sinalização tirosina quinase e ativação de NF-κB (Roy et al., 2012). Em trabalho 

recente, foi demonstrado que o envolvimento do receptor dectina-1 amplifica a 

produção de TNF-α e IL-10 induzida por estimulação de TLR2 e TLR4 em resposta à 
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C. albicans, atuando assim em sinergismo com os receptores TLRs (Ferwerda et al., 

2008). 

No entanto, antes do conhecimento gerado nesse estudo, a hipótese que 

explicaria os resultados relacionados à menor produção de TNF-α e maior produção 

de IL-10 pela cepa virulenta em comparação à cepa avirulenta, seria a capacidade 

da cepa Pb 18 em induzir uma maior expressão de MR, que contribuiria para a 

deflagração da via PPARγ, com consequente inibição da produção de TNF-α (Dias-

Melicio et al., 2011). Agora, podemos, além desses fatores, descrever a indução de 

uma maior expressão do receptor dectina-1 pela cepa avirulenta, e consequentemente 

uma maior produção de TNF-α induzida via receptor dectina-1. Além disso, a maior 

indução de IL-18 pela cepa virulenta contribuiria na patogênese da doença.  

Nossos resultados complementam nossos dados anteriores, demonstrando 

que a IL-18 não modula a expressão de um receptor importante como o receptor 

dectina-1, envolvido na resposta protetora contra fungos. Também identificamos a 

participação do receptor dectina-1 na indução de TNF-α, em decorrência do 

reconhecimento do P. brasiliensis pelo receptor. Esses novos dados abrem novas 

perspectivas de estudo da participação do receptor dectina-1 nos mecanismos 

efetores celulares contra o P. brasiliensis. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

A partir dos resultados apresentados nesse estudo, podemos concluir que: 

 

� A IL-18 não modula a expressão do receptor dectina-1 por monócitos humanos in 

vitro; 

 

� A cepa avirulenta de P. brasiliensis aumenta a expressão do receptor dectina-1 por 

monócitos humanos desafiados in vitro; 

 

� A produção de TNF-α induzida pelo P. brasiliesis é também mediada pelo receptor 

dectina-1. 
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