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RESUMO 

 

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doença granulomatosa sistêmica, 

prevalente na América Latina, que tem por agentes etiológicos diferentes espécies de 

Paracoccidioides. Entre eles encontra-se o Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis), 

espécie composta por um complexo de agrupamentos geneticamente isolados, classificados 

como espécies filogenéticas: S1, PS2, PS3 e PS4. O P. brasiliensis possui distribuído pela 

parede fúngica e dentro de vesículas citoplasmáticas uma glicoproteína de 43KDa, a gp43. Esta 

molécula é considerada como o principal componente antigênico produzido e secretado pelo 

fungo, a qual é encontrada no soro de pacientes acometidos pela PCM e, está associada aos 

fatores de virulência e escape do patógeno. Sabendo disso, tornou-se extremamente importante 

a avaliação da interação dessa proteína com as células do sistema imune inato e sua consequente 

atuação sobre os mecanismos moduladores celulares. Assim, nosso estudo avaliou os 

neutrófilos polimorfonucleares (PMNs) que estão presentes em abundância desde o início e 

durante a infecção pelo Paracoccidioides, e que apresentam além de suas ações efetoras diretas 

contra o fungo, uma importante ação moduladora da resposta imune. Estas ações envolvem o 

reconhecimento do fungo por Receptores de Reconhecimento de Padrão (PRRs) que culminam 

em ativação celular com consequente produção e liberação de diferentes mediadores 

inflamatórios. Dessa maneira, o presente trabalho avaliou o envolvimento dos receptores 

celulares TLR2 e TLR4 no reconhecimento e na produção de citocinas e eicosanoides por 

PMNs humanos de indivíduos saudáveis estimulados com a gp43. As células foram 

inicialmente incubadas na presença ou ausência de anticorpos monoclonais anti-TLR2 e anti-

TLR4, individualmente ou em conjunto, por 2h, a 37°C, em uma atmosfera de 5% CO2, para o 

bloqueio dos receptores. Em seguida, os PMNs foram estimulados ou não com a gp43 (20ng/ml) 

por 4h, nas mesmas condições anteriormente citadas. A expressão de TLR2 e TLR4 bem como 

a detecção intracitoplasmática de IL-17A e IL-4 foram feitas por citometria de fluxo. Já a 

concentração de PGE2, LTB4, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-γ e TNF-α foi avaliada em sobrenadante 

de cultura por ELISA. Nossos resultados mostraram que a gp43 interage com TLR2 e TLR4, 

induzindo a liberação de PGE2, mediada por TLR2, e IL-17A, via TLR4. Tais dados corroboram 

a ação da gp43 como um importante fator de virulência do P. brasiliensis, uma vez que 

estimulou os PMNs a produzirem PGE2 e IL-17A, mediadores envolvidos na susceptibilidade 

do hospedeiro à infecção fúngica na PCM. 

 

Palavras-chave: gp43, neutrófilos polimorfonucleares, TLR2, TLR4, citocinas, eicosanoides. 



 

  

ABSTRACT 

 

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic granulomatous disease, prevalent in 

Latin America and has as etiological agents Paracoccidioides spp. One of them is 

Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis) composed by a complex of genetically isolated 

clusters, classified as phylogenetic species: S1, PS2, PS3 and PS4. P. brasiliensis present along 

the cell wall and inside cytoplasmic vesicles a 43 KDa glycoprotein, known as gp43. This 

molecule is recognized as the main antigenic component produced and secreted by the fungus 

into sera of PCM patients and is associated with the escape and virulence factors of the 

pathogen. Thereby, becomes extremely important to evaluate the interaction mechanisms of 

this protein with cells from the innate immune system and their consequent action on cellular 

functions. Polymorphonuclear neutrophils (PMNs) has prominent participation in PCM, once 

these cells are present in a great amount at the beginning and during Paracoccidioides infection. 

PMNs perform effector actions directly against the fungi as well as an important immune 

modulatory function. Such actions involve the recognition of fungal components by pattern 

recognition receptors (PRRs) that leads to cell activation and consequent production of 

inflammatory mediators. So, the present study evaluated the involvement of TLR2 and TLR4 

on cytokines and eicosanoids release by PMNs from healthy human stimulated with gp43. Cells 

were initially incubated in the presence or absence of monoclonal antibodies anti-TLR2 and 

anti-TLR4, individually or in combination, for 2h, at 37°C, in a 5% CO2 atmosphere, for 

receptor blockage. PMNs were then stimulated or not with gp43 (20 ng/ml) during 4h, at the 

same conditions. The expression of TLR2 and TLR4 as well the intracytoplasmic detection of 

IL-17A and IL-4 were done by flow cytometry. The concentration of PGE2, LTB4, IL-6, IL-10, 

IL-12, IFN-γ and TNF-α was measured in cultures supernatants by ELISA. Our results showed 

that gp43 interacts with TLR2 and TLR4 as also induced the release of PGE2 via TLR2 and the 

production of IL-17A through TLR4. Therefore, our data corroborate the gp43 action as the 

main virulence factor of P. brasiliensis, once it stimulated PMNs to release PGE2 and IL-17A, 

which are inflammatory mediators responsible to enhance the host susceptibility to the fungal 

infection in PCM. 

 

Keywords: gp43, polymorphonuclear neutrophils, TLR2, TLR4, cytokines, eicosanoids. 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

 

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doença granulomatosa sistêmica, 

considerada importante causa de morbidade e mortalidade principalmente em indivíduos que 

trabalham ou vivem em áreas rurais (MARTINEZ, 2015). Desnutrição, má higiene, tabagismo 

e consumo de álcool são considerados fatores de risco para a manifestação da doença (SILVA-

VERGARA et al., 2000). A PCM é endêmica na América Latina, especialmente em países 

como Brasil, Colômbia, Venezuela e Argentina. Tem como agentes etiológicos o 

Paracoccidioides brasiliensis (espécies crípticas S1, PS2, PS3 e PS4) e o Paracoccidioides 

lutzii (MATUTE et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2009; MUNHOZ et al., 2016). Recentemente, 

foi proposta uma nova nomenclatura para essas quatro diferentes espécies crípticas: S1 

(Paracoccidioides brasiliensis), PS2 (Paracoccidioides americana), PS3 (Paracoccidioides 

restrepiensis), PS4 (Paracoccidioides venezuelensis) e o Paracoccidioides lutzii, já classificado 

anteriormente (TURISSINI et al., 2017). Esses fungos são termodimórficos, ou seja, se 

apresentam sob a forma de micélio à temperatura ambiente (abaixo de 25ºC), podendo ser 

encontrados no solo, água e vegetação, ou então na forma de levedura (acima de 35ºC), quando 

em cultivo ou infectando o hospedeiro (RESTREPO; TOBÓN, 2005; MARQUES, 2013).  

O contágio do hospedeiro ocorre frequentemente pela inalação de conídios e 

propágulos micelianos infectantes, que se instalam nos bronquíolos e alvéolos pulmonares e se 

transformam em leveduras patogênicas, devido à temperatura corpórea humana. Lesões 

pulmonares focais e linfadenomegalia hilar caracterizam o complexo primário pulmonar 

(FRANCO, 1987; NETO et al., 2014). A partir deste momento, a infecção pode evoluir para a 

cura espontânea ou tornar-se latente caracterizando a PCM-infecção, sem apresentação de sinais 

ou sintomas clínicos, podendo ser evidenciada pela positividade do teste intradérmico com 

paracoccidioidina (OLIVEIRA et al., 2002). No entanto, a infecção pode progredir e 

disseminar-se para outros órgãos como fígado, baço, glândulas adrenais, pele, membranas 

mucosas e linfonodos pela via linfo-hematogênica dando origem a PCM-doença (FRANCO et 

al., 1993), a qual pode se manifestar clinicamente sob a forma aguda/subaguda ou crônica. A 

forma aguda/subaguda acomete indivíduos jovens de ambos os sexos e é considerada a mais 

grave, por progredir rapidamente e comprometer o sistema fagocítico mononuclear. Já a crônica 

é observada predominantemente em homens adultos (acima de 30 anos), os quais apresentam 

quadro clínico de duração prolongada com lesões localizadas (unifocal) ou disseminadas em 

mais de um órgão ou sistema (multifocal) (FRANCO et al., 1993). A PCM também apresenta 

a forma residual ou de sequela, na qual os pacientes apresentam manifestações clínicas 
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decorrentes de alterações anatômicas e funcionais causadas pelas cicatrizes que seguem o 

tratamento da doença (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). 

As manifestações clínicas de indivíduos acometidos com a PCM podem envolver 

tosse seca ou produtiva, seguida de dispneia. O acometimento pulmonar, geralmente apresenta 

um padrão obstrutivo e pode ser confirmado por exames de imagem que mostram infiltrado 

reticulonodular, geralmente nos dois terços inferiores dos pulmões e áreas radiotransparentes 

nos ápices. Os tecidos da mucosa oral, faríngea e laríngea estão envolvidos em grande parte dos 

pacientes adultos e geralmente é caracterizado por dor e limitação funcional. A apresentação 

clínica clássica é uma úlcera superficial com aspecto granuloso e pontos hemorrágicos, 

conhecida como estomatite moriforme. A ulceração e a infiltração grosseira do tecido ocorrem 

quando os lábios estão envolvidos, resultando em macroqueilia. A maioria dos pacientes 

apresenta múltiplas lesões orais, acometendo principalmente gengiva, palato, lábios, mucosa 

bucal e/ou língua. A laringe está frequentemente envolvida e a disfonia é um sinal comum. As 

mucosas ocular e genital são raramente acometidas, e quando presentes, tem apresentação 

clínica semelhante à observada na mucosa oral. A PCM frequentemente acomete a pele, sendo 

o rosto um local comum para as lesões, particularmente ao redor da boca e nariz. Essas lesões 

podem evoluir para macroqueilia, ulcerar ou eventualmente envolver o lábio superior, com 

progressão para o vestíbulo nasal e assoalho do nariz. As lesões nos membros inferiores 

geralmente estão localizadas nos pés, apresentando na região plantar lesões ulceradas com 

bordas hiperqueratóticas. O padrão mais comum de lesão cutânea é uma úlcera, seguida de uma 

lesão infiltrativa. As lesões de pele originadas de linfonodos doentes refletem o predomínio de 

uma resposta imune exsudativa, com infiltração da cápsula linfonodal e da pele, seguida de 

formação de fístula e drenagem do material purulento, vindo a cicatrizar espontaneamente 

(MARQUES, 2012; MARQUES, 2013). Assim, a PCM apresenta um grande impacto social 

nas áreas de maior endemismo, não só pelo número considerável de casos, mas também pela 

cronicidade da doença, longa duração do tratamento e sequelas frequentes que causam 

incapacidade para o trabalho e má qualidade de vida (MARTINEZ, 2015). 

A capacidade de desenvolver uma resposta imune adequada contra as espécies de 

Paracoccidioides vem sendo elucidada através de estudos clínicos e experimentais, nos quais a 

interação entre o fungo e o sistema imune do hospedeiro é evidenciada através dos mecanismos 

inatos e adaptativos de defesa. Inicialmente foi proposto que a resistência ao P. brasiliensis 

seria mediada predominantemente por um padrão de resposta tipo Th1 e que a susceptibilidade 

envolveria a participação da resposta tipo Th2 (FRANCO et al., 1993; MUSATTI et al., 1994; 

PERAÇOLI et al., 1995; OLIVEIRA et al., 2002). No entanto, De Castro e colaboradores 
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(2013) propuseram um novo modelo que explica os distintos padrões de resposta imune 

observados nas formas clínicas da PCM. Esse estudo traz novas informações, que 

complementam e corroboram os dados da literatura demonstrando que, a PCM-infecção é 

caracterizada predominantemente por uma resposta Th1, com aumento dos níveis de interferon-

gama (IFN-γ) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α), responsáveis pela ativação de 

macrófagos e cruciais na resistência ao fungo, e redução dos níveis de interleucinas-4, -5 e -10 

(IL-4, IL-5 e IL-10). Já, a PCM aguda/subaguda, a forma mais grave da doença, é caracterizada 

por um padrão de resposta imune predominante do tipo Th2/Th9, com aumento dos níveis de 

IL-4, IL-5, IL-10, fator transformador de crescimento-beta (TGF-β), IL-9 e IL-21, sendo IL-4 

e IL-9 responsáveis pela indução da produção de anticorpos IgG4 e IgE pelas células B, e IL-5 

responsável pela eosinofilia presente na forma clínica. A PCM crônica apresenta um padrão de 

resposta imune mista, com predomínio de células Th17 e Th22, com importante participação 

de células Th1. Apresenta níveis elevados de IL-12 e produção de IL-17, com indução de 

resistência parcial. No entanto, ocorre também uma resposta inflamatória exacerbada com a 

indução de danos teciduais e fibrose, geralmente observados nesses indivíduos (DE CASTRO 

et al., 2013).  

O P. brasiliensis, um dos agentes etiológicos mais estudado da PCM, sintetiza em 

seu citoplasma uma glicoproteína de 43KDa, a gp43, que é armazenada em vesículas e 

posteriormente transportada até a parede celular, a qual é liberada extracelularmente (PUCCIA 

et al., 1986; SANDOVAL et al., 1996). Assim é reconhecidamente o componente antigênico 

mais secretado pelo fungo, sendo identificado no soro de pacientes acometidos pela PCM 

(MENDES-GIANNINI et al., 1989; CAMARGO et al., 1991; DA SILVA et al., 2004). Essa 

glicoproteína também é capaz de ser reconhecida e induzir uma resposta imune celular de 

hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) em pacientes e animais infectados com o fungo, 

semelhante àquela induzida pelo antígeno de Fava Netto, com o intuito de detectar a exposição 

prévia ao microrganismo ou diagnosticar a PCM (SARAIVA et al., 1996).  

Estudos tem mostrado que essa glicoproteína favorece a adesão do fungo aos 

componentes da matriz extracelular (MEC), principalmente a laminina, e a consequente invasão 

e instalação fúngica nos tecidos. De acordo com o estudo experimental de Vicentini e 

colaboradores (1994), quando leveduras de P. brasiliensis foram revestidas com laminina e 

então inoculadas em testículos de hamster, houve um aumento da virulência do fungo 

resultando em uma doença granulomatosa mais rápida e severa (VICENTINI et al., 1994). 

Outro importante papel da gp43 está relacionado a sua capacidade em induzir a sinalização de 

apoptose em células epiteliais pulmonares, o que favorece a sobrevivência e replicação local do 
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fungo (SILVA et al., 2015). Estudos experimentais mostraram também que a glicoproteína 

inibe, de maneira significativa, a fagocitose do fungo por macrófagos murinos e a consequente 

liberação de óxido nítrico (NO), um importante fator microbicida, propiciando assim, a 

instalação da infecção primária em hospedeiros susceptíveis (ALMEIDA; UNTERKIRCHER; 

CAMARGO, 1998; POPI et al., 2002). Ainda, foi relatado que a gp43 e seus peptídeos P4 e 

P23 são capazes de modular a resposta imune inflamatória local e sistêmica, inicialmente com 

predomínio na liberação de IL-10, citocina anti-inflamatória, considerada como não-protetora 

na PCM, o que favorece a sobrevivência do fungo no hospedeiro (KONNO et al., 2012). De 

maneira geral, todos esses fatores estão relacionados a instalação, disseminação e sobrevivência 

do fungo no hospedeiro. Corroborando esses dados, o bloqueio da gp43 em leveduras de P. 

brasiliensis e a consequente inoculação em camundongos, levou a uma diminuição na 

habilidade de aderência do fungo aos componentes celulares do hospedeiro, resultando em uma 

infecção menos severa (GESZTESI et al., 1996). Episódio parecido foi observado, quando 

leveduras de P. brasiliensis foram geneticamente modificadas e tiveram a gp43 inibida 

(PbGP43). Esse estudo demonstrou uma redução da carga fúngica nos pulmões de 

camundongos infectados com esta cepa modificada, provavelmente devido a uma resposta 

imune mediada por níveis reduzidos de IL-10 e IL-6 e aumento TNF-α e INF-ɣ (TORRES et 

al., 2013). Portanto, devido à sua ação na interação do patógeno com o hospedeiro, a gp43 

representa um dos importantes fatores de virulência das espécies de Paracoccidioides. 

Dessa forma, torna-se extremamente interessante avaliar os mecanismos de 

interação da gp43 com as células do sistema imune e sua consequente ação sobre as funções 

celulares. Dentre as células da resposta imune inata, estudos tem destacado o envolvimento dos 

neutrófilos polimorfonucleares (PMNs), que apresentam uma participação dinâmica durante 

toda a infecção na PCM.  O estágio inicial da doença é caracterizado por uma infiltração 

massiva de PMNs no local da lesão, os quais permanecem na fase crônica da micose originando 

regiões supurativas de granulomas (SILVA; ALVES; FIGUEIREDO, 1994). Além das ações 

efetoras diretas contra o fungo através da fagocitose, degranulação enzimática, explosão 

respiratória ou pela liberação de redes extracelulares, as NETs (Neutrophil Extracellular Traps 

– redes extracelulares de neutrófilos), os PMNs também desempenham importante ação 

moduladora da resposta imune (PHILLIPSON; KUBES, 2011; AMULIC et al., 2012; DELLA 

COLETTA et al., 2015; MEJIA et al., 2015; BACHIEGA et al. 2016; GAZENDAM et al., 

2016). 

Para que os mecanismos celulares de defesa sejam disparados é necessário que 

ocorra, inicialmente, o reconhecimento do agente infeccioso pela célula. Diferentes patógenos 
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apresentam estruturas superficiais ou intracelulares exclusivas, chamadas de padrões 

moleculares associados aos patógenos (PAMPs), que são reconhecidas por receptores de 

reconhecimento de padrões (PRRs) presentes em diversos tipos de células como os monócitos, 

macrófagos, neutrófilos, células dendríticas, mastócitos, linfócitos, células endoteliais, 

queratinócitos, fibroblastos, dentre outras (CHEN; DIPIETRO, 2017). Estruturas evolutivas 

altamente conservadas presentes na parede das células fúngicas como β-glucanas, quitina e 

mananas são essenciais para o crescimento e sobrevivência dos fungos. Tais componentes 

estruturais são PAMPs fúngicos, os quais são reconhecidos pelos PRRs presentes nas células 

da imunidade inata (GAZENDAM et al., 2016).  Entre os PRRs descritos na literatura, os que 

aparecem mais relacionados ao reconhecimento e ligação fúngica, estão os receptores 

semelhantes a Toll (TLRs) e, os receptores da família das lectinas do tipo C como o Receptor 

de Manose (MR) e as Dectinas (MORESCO; AVINE; BEUTLER, 2011; MARAKALALA; 

NDLOVU, 2017). 

Vários estudos demonstraram a participação de diferentes PRRs no reconhecimento 

do P. brasiliensis como TLR2, TLR4, TLR9, MR, Dectina-1 e Dectina-2, os quais podem atuar 

de maneira colaborativa propiciando mecanismos de resistência ou susceptibilidade à infecção 

fúngica (JIMÉNEZ et al., 2006; POPI et al., 2002; CALICH et al., 2008b; LOURES et al., 2009; 

BONFIM et al., 2009; ACORCI-VALÉRIO et al., 2010; BACHIEGA et al., 2016; VIERA et 

al., 2017; ROMAGNOLO et al., 2017; QUAGLIA E SILVA et al., 2019).   

Os membros da família TLR são glicoproteínas do tipo I integradas à membrana 

que contém repetições ricas em leucinas envoltas por motivos conservados ricos em cisteína 

em suas regiões extracelulares, que estão envolvidas na interação com o ligante e, que também 

possuem um domínio único de receptor citoplasmático Toll/interleucina-1 (TIR), homólogo ao 

domínio intracelular dos receptores da família IL-1, que é essencial à sinalização. Nos 

mamíferos, foram identificados 13 membros da família TLR capazes de detectar patógenos 

invasores bem como aqueles localizados intracelularmente. Entre os TLRs expressos na 

superfície das células temos os TLR1, 2, 4, 5, 6, 10 e 11, enquanto que os TLR3, 7, 8, 9, 12 e 

13 estão presentes nas membranas de compartimentos intracelulares, como o retículo 

endoplasmático, endossomos, lisossomos ou endolisossomos (KUMAR; KAWAI; AKIRA, 

2009; TAKEUCHI; AKIRA, 2010; MORESCO; AVINE; BEUTLER, 2011; CHEN; 

DIPIETRO, 2017). Após a ligação do microrganismo ao receptor, a ativação celular progride 

através de duas vias de sinalização: uma dependente de MyD88 e outra independente de 

MyD88, também conhecida como via dependente do domínio TIR que contém adaptador que 

induz IFN-β (TRIF). A primeira resulta na indução do fator de transcrição nuclear kappa B (NF-
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κB), com consequente produção de citocinas inflamatórias tais como TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8, 

IL-12 e MIP2, bem como a produção de moléculas co-estimulatórias específicas e moléculas 

de adesão. A via TRIF resulta na ativação do NF-κB e dos fatores reguladores de interferon 

(IRF), que por sua vez conduzem à expressão de citocinas inflamatórias e genes IFN do tipo I, 

respectivamente (CHEN; DIPIETRO, 2017). A liberação de tais mediadores possibilita a 

modulação da resposta imune inata como também é responsável por instruir a resposta imune 

adaptativa.  

Estudos conduzidos in vivo e in vitro demonstraram a importância da participação 

dos TLRs, entre eles TLR2 e TLR4, no reconhecimento do P. brasiliensis e a consequente 

modulação da resposta imune do hospedeiro através da produção de diferentes mediadores 

inflamatórios (RODRIGUES et al., 2007; CALICH et al., 2008a; CALICH et al., 2008b; 

LOURES et al., 2009; BONFIM et al., 2009; ACORCI et al., 2009; ACORCI-VALÉRIO et al., 

2010). 

Macrófagos derivados de camundongos nocautes para TLR2 e deficientes para 

TLR4 apresentaram menor habilidade fagocítica quando comparados àqueles de camundongos 

selvagens (WT), além de secretarem baixos níveis de NO, IL-12 e proteína quimiotática de 

monócitos-1 (MCP-1) (CALICH et al., 2008b; LOURES et al., 2009). A ausência de TLR4, 

possibilitou a produção de níveis equivalentes de TNF-α aos macrófagos oriundos de animais 

WT, no entanto, sintetizaram quantidades mais elevadas de IL-10, citocina não-protetora na 

PCM (CALICH et al., 2008b). Quando in vivo, os camundongos nocautes para TLR2 com 

infecção pulmonar por P. brasiliensis apresentaram cargas fúngicas inferiores aos 

camundongos WT devido a prevalente ativação da imunidade Th17, inflamação exacerbada 

contendo alto número de PMNs e presença diminuída de células T reguladoras (Tregs). Estes 

dados demonstram que a resposta inflamatória exacerbada dos hospedeiros à infecção por P. 

brasiliensis é tão prejudicial quanto o crescimento fúngico não controlado por ausência ou 

ativação inadequada da imunidade. Também foi avaliada a participação da molécula MyD88 

frente a infecção com o P. brasiliensis. Macrófagos e camundongos nocautes para MyD88 

mostraram uma diminuição da capacidade fungicida, paralela à diminuição da síntese de NO e 

IL-12, e menor tempo médio de sobrevivência em relação aos WT, respectivamente (CALICH 

et al., 2008b). Em conjunto, os dados evidenciaram que a ausência da molécula MyD88 causa 

efeitos negativos profundos na ativação celular, resultando em uma infecção mais grave, 

enquanto TLR2 e TLR4 parecem estar envolvidos nos mecanismos de virulência, uma vez que 

o fungo utiliza estes receptores para infectar as células hospedeiras (CALICH et al., 2008a). 
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Em relação aos monócitos e neutrófilos humanos foi demonstrado que o 

reconhecimento, internalização e ativação celular envolveram a participação dos receptores 

TLR2, TLR4 e Dectina-1 em resposta a duas cepas de P. brasiliensis (Pb265 e Pb18) (BONFIM 

et al., 2009). O reconhecimento da cepa de baixa virulência 265 ocorreu de maneira preferencial 

por TLR-2 e Dectin-1, o que resultou em uma produção balanceada de IL-10 e TNF-α, que 

protege o hospedeiro da destruição tecidual e, ao mesmo tempo, conduz uma resposta imune 

protetora contra o fungo. O que confirma o papel dubio do TLR2 na PCM, uma vez que após o 

reconhecimento celular, este receptor pode direcionar a resposta imune tanto para um perfil 

anti- como pró-inflamatório (BONFIM et al., 2009).  

Acorci-Valério e colaboradores (2010) verificaram que a ativação de neutrófilos 

humanos com as citocinas IL-15, TNF-α, Fator Estimulador de Colônias de Granulócitos e 

Macrófagos (GM-CSF) ou IFN-ɣ, seguido do desafio com a cepa virulenta do P. brasiliensis 

(Pb18), foram capazes de aumentar a expressão dos receptores TLR2 e TLR4. Todas as 

citocinas aumentaram a atividade fungicida bem como a produção de peróxido de hidrogênio 

(H2O2) dos neutrófilos, mas este processo não foi associado aos receptores. Em compensação, 

TLR2 e principalmente TLR4 foram envolvidos na produção de IL-8 e IL-10, uma vez que o 

P. brasiliensis faz uso desse receptor para ganhar acesso aos neutrófilos, retardar sua morte e 

induzir um perfil anti-inflamatório de resposta imune, favorável para sua sobrevivência. 

Portanto, a interação de neutrófilos com o fungo via TLR4 é considerada como um dos 

mecanismos patogênicos de escape na PCM (RODRIGUES et al., 2007; ACORCI et al., 2009; 

ACORCI-VALÉRIO et al., 2010). 

Além das citocinas, vem sendo avaliado o envolvimento de PRRs na liberação de 

eicosanoides, também considerados potentes modulares da resposta imune.  

Os eicosanoides são formados a partir da ativação do ácido araquidônico (AA), que 

pode ser liberado a partir de fosfolipídios de membrana após a catálise pela enzima fosfolipase 

A2 (PLA2). Sua metabolização, gera diferentes tipos eicosanoides biologicamente ativos 

devido a ação de três grupos separados de enzimas como as ciclooxigenases (COX), 

lipoxigenases (LOX) e o citocromo P450 (CYP). A enzima LOX catalisa leucotrienos (LTs), 

entre eles o leucotrieno B4 (LTB4), que atua principalmente em neutrófilos e eosinófilos, mas 

também em mastócitos e células endoteliais. O LTB4 estimula a fagocitose, liberação de 

enzimas lisossômicas e defensinas, a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e 

nitrogênio (ERNs), como também promove a adesão às células endoteliais e a transmigração, 

amplificando as respostas inflamatórias, além do seu importante papel na quimiotaxia (WOO 

et al., 2002; BRANDT; SEREZANI, 2017). Tais ações envolvidas na ativação e regulação da 
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atividade microbicida de fagócitos sugerem a importância dos LTs na proteção do hospedeiro 

contra diferentes agentes infecciosos (BRANDT; SEREZANI, 2017). Embora o recrutamento 

de leucócitos induzidos por LTB4 também esteja relacionado com a patogênese de algumas 

doenças inflamatórias (WOO et al., 2002). Já a enzima COX, a mais popular, apresenta duas 

isoformas a COX1 (constitutiva) e a COX2 (induzida). Embora tenham estrutura e função 

parecidas, a COX2 utiliza o AA endógeno enquanto a COX1 utiliza o AA derivado de fontes 

externas como a da alimentação (SANDER et al., 2017). A COX catalisa a formação de 

tromboxano (TX) e prostaglandinas (PG). A produção de prostaglandina 2 (PGE2), a mais 

abundante, por células eucarióticas humanas, foi relatada como mediadora de vários fenômenos 

biológicos, como nos casos de homeostase, inflamação, dor e tumorigênese. Além disso, 

pesquisas recentes revelaram que fungos patogênicos também tem a capacidade de induzir a 

liberação de PGE2 (LIU et al., 2016; BORDON et al., 2007b). Dentre os leucócitos, os 

macrófagos, neutrófilos e células dendríticas (DCs) são uma importante fonte de PGE2. Este 

mediador mostrou suprimir a resposta imune inata, diminuindo as funções de granulócitos e 

macrófagos alveolares, bem como suprimir a função efetora citolítica de células NK 

(KALINSK, 2012). A PGE2 também é um poderoso supressor durante a resposta imune 

adaptativa. Seu efeito pode ser direto na proliferação de células T, já que inibe a produção de 

IL-2 e a expressão do seu receptor como também desvia o equilíbrio da resposta Th1 para Th2, 

regulando a produção de IFN-γ, mas não das citocinas IL-4 e IL-5 (KALINSK, 2012). 

Alguns estudos foram conduzidos com o intuito de entender a função dos 

eicosanoides na infecção por P. brasiliensis (SOARES et al., 2001; BORDON et al., 2007a; 

BORDON et al., 2007b; BIONDO et al., 2010; BIONDO et al., 2012; TRISTÃO et al., 2013; 

SARGI et al., 2013). Em relação a produção de PGE2, foi relatado o envolvimento dos 

receptores TLR2, MR e Dectina-1 após neutrófilos e monócitos humanos serem incubados com 

leveduras de P. brasiliensis (BONFIM et al., 2009; BALDERRAMAS et al., 2013). Por 

conseguinte, este mediador apresentou um papel deletério para os indivíduos infectados com P. 

brasiliensis. Um estudo de PCM murina demonstrou que a inibição deste mediador produziu 

um efeito imunossupressor nos estágios iniciais da infecção, por um mecanismo dependente de 

IL-10 e IL-4, com consequente redução no tamanho dos granulomas presentes no fígado e nos 

pulmões, levando a uma doença menos severa (MICHELIN et al. 2002). Estudos in vitro 

também evidenciaram o efeito negativo da PGE2. Quando monócitos humanos tiveram a 

produção de PGE2 inibida por indometacina, um inibidor de COX, a liberação de TNF-α, 

embora em baixas concentrações, foi capaz de ativar as células, aumentando sua capacidade 

fungicida pela liberação de H2O2 (SOARES et al., 2001). Outro estudo, ainda avaliando o papel 
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de monócitos humanos após a interação com o fungo, constatou que mesmo após a ativação das 

células com IFN-ɣ, os níveis de H2O2 e de TNF-α apresentavam-se baixos. Tais dados 

demonstraram que o P. brasiliensis consegue escapar da atividade das células fagocíticas à 

partir da indução da produção de PGE2, que diminuiria a resposta das células ao fungo 

(BORDON et al., 2007a). Visto que o fungo utiliza a PGE2 para sua sobrevivência, foi 

investigado se ele próprio seria capaz de induzir a produção deste mediador lipídico.  De acordo 

com o estudo de Bordon e colaboradores (2007b), foi identificado a produção de PGE2 pelo P. 

brasiliensis, e após sua incubação com indometacina, identificou-se também uma redução 

significativa na produção deste mediador, bem como da viabilidade fúngica (BORDON et al., 

2007b). Estudo adicional mostrou que o P. brasiliensis produz PGE2 usando tanto substratos 

endógenos como exógenos, os quais são críticos para a viabilidade do fungo (BIONDO et al., 

2010). No entanto, um estudo observou que o P. brasiliensis é capaz de inibir a produção de 

PGE2 por células dendríticas imaturas, levando a níveis não detectados de IL-12p70 e produção 

inadequada de TNF-α, mediadores essenciais para o amadurecimento fenotípico dessas células. 

Tais resultados indicam que existe um mecanismo de evasão do P. brasiliensis associado a 

desregulação na maturação das DCs (FERNANDES et al., 2015). Ainda, foi avaliado o papel 

da ingestão do ácido α-linoleico (LNA), um potente anti-inflamatório natural, após a infecção 

de camundongos com P. brasiliensis (SARGI et al., 2013). O grupo suplementado apresentou 

uma diminuição nos níveis séricos de PGE2 e ao mesmo tempo, foi observado um aumento na 

síntese de NO por macrófagos peritoneais, demonstrando, portanto, o efeito regulador do LNA 

na resposta imune frente a PCM (SARGI et al., 2013). 

Em relação aos LTs, foi visto que o fungo também apresenta a capacidade de 

produzir elevados níveis de LTB4, o que de acordo com Biondo e colaboradores (2012) 

possivelmente contribui para os mecanismos de virulência do fungo (BIONDO et al., 2012). 

No entanto, estudos experimentais murinos de PCM evidenciaram que tanto a enzima 5-

lipoxigenase como o LTB4 apresentam um papel protetor para o hospedeiro, com redução das 

cargas fúngicas pulmonares, associado ao recrutamento e ativação de células fagocíticas para a 

produção de citocinas ativadoras como IFN-ɣ e IL-12, como também para a substância 

microbicida, NO (TRISTÃO et al., 2013; BALDERRAMAS et al., 2013). Ainda, de acordo 

com Balderramas e colaboradores (2014), os PMNs humanos foram capazes de liberar LTB4, 

principalmente quando as células foram co-incubadas com leveduras de P. brasiliensis. No 

entanto, nenhum dos receptores avaliados, como TLR2, MR e Dectina-1, foram envolvidos na 

produção deste mediador lipídico (BALDERRAMAS et al., 2014). 
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Como vimos, grande parte dos trabalhos na literatura avaliaram as consequências 

da interação dos PMNs com a levedura ou micélio do P. brasiliensis. Até o momento, não há 

estudo que avalie a interação dessas células com a gp43, importante imunógeno produzido e 

secretado pelo fungo, associado aos fatores de virulência e escape do patógeno. Apenas um 

trabalho avaliou o papel de monócitos humanos após o estímulo com a gp43. Este evidenciou 

que o reconhecimento da glicoproteína pode ocorrer via TLR4, o qual aparece associado a 

produção elevada de TNF-α ou então através de TLR2, que foi associado a elevada produção 

de IL-10 (NAKAIRA-TAKAHAGI et al., 2011). Dessa maneira, nos propusemos a avaliar a 

participação dos receptores TLR2 e TLR4 de PMNs humanos no reconhecimento da gp43 e a 

consequente produção e liberação de diferentes mediadores inflamatórios como citocinas (IL-

4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IFN-ɣ e TNF-α) e eicosanoides (PGE2 e LTB4). 
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