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RESUMO 
 
A paracoccidioidomicose (PCM), causada pelo fungo dimórfico Paracoccidioides 

brasiliensis (Pb), é a micose sistêmica de maior incidência no Brasil. Estudos 

anteriores demonstraram que a resistência ou suscetibilidade à essa infecção 

podem ser associadas, respectivamente, à padrões de resposta Th1 ou Th2. 

Recentemente, foram descritas novas subpopulações de linfócitos T, dentre elas 

as células Th17, que tem se mostrado importantes na proteção contra infecções 

fúngicas, mas cujo papel ainda não foi estudado na PCM humana. A diferenciação 

de células T CD4+ é modulada após o reconhecimento do patógeno por células 

dendríticas (DCs) por meio de vários receptores de reconhecimento padrão 

(PRRs), os quais modulam a diferenciação de células Th1, Th2 e Th17. Neste 

trabalho investigamos o papel dos receptores TLR2, TLR4 e Dectina-1 no 

reconhecimento de células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb) por DCs 

derivadas de monócitos, assim como, a capacidade dessas DCs em modular a 

diferenciação de linfócitos T CD4+. Observamos que DCs expostas a células 

leveduriformes de Pb apresentam um fenótipo maduro (expressão de CCR7, 

CD83, CD86 e MHC II) e produzem citocinas (IL- , IL-6, IL-23, TNF- e TFG-), 

levando à diferenciação de linfócitos T CD4 produtores de IL-17, IFN-, IL-22, IL-

17/IL-22 e IL-17/IFN-. Também observamos que DCs estimuladas com células 

leveduriformes de Pb apresentam ativação de moléculas envolvidas na sinalização 

via TLRs e Dectina-1 (JNK, p38, Akt e ERK para os TLRs e Syk para Dectina-1), e 

que o bloqueio de Dectina-1 e/ou TLR2 resultou em um número menor de células 

Th17. Ao analisar a produção de citocinas por células mononucleares do sangue 
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periférico, observamos que pacientes com a FJ da PCM apresentam produção 

aumentada de IL-4 e que pacientes com a FA apresentam produção elevada de 

IL-17 e IFN-. Em conjunto nossos resultados demonstram que a Dectina-1 e 

TLR2 são os receptores mais importantes para o reconhecimento de leveduras de 

Pb por células dendríticas e que esse reconhecimento pode levar à diferenciação 

de linfócitos T efetores produtores de IL-17 e IFN-. Além disso, podemos concluir 

que a FA da PCM apresenta uma resposta imunológica mista, com participação de 

linfócitos Th17. 
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ABSTRACT 
 

Paracoccidioidomycosis (PCM), caused by the dimorphic fungus Paracoccidioides 

brasiliensis (Pb), is the most prevalent systemic mycosis in Brazil. Previous studies 

showed that resistance or susceptibility to PCM can be associated to a Th1 or Th2 

responses respectively. More recently, Th17 response was showed to be 

protective in fungal infections, but there is no data about Th17 cells in human PCM. 

T CD4+ differentiation is elicited and shaped after pathogen recognition by dendritic 

cells (DCs) through several PRRs, which modulate Th1, Th2 and Th17 generation. 

In this study we evaluated the role of TLR-2, TLR-4 and Dectin-1 in the recognition 

of Pb yeast cells by monocytes derived DCs, as well as, the capability of these 

DCs to modulate T CD4+ lymphocytes differentiation. We observed that DCs 

exposed to Pb presented a mature phenotype (expression of CCR7, CD83, CD80, 

CD86 and MHC II) and produce cytokines (IL-1, IL-6, IL-23, TNF- and TGF-) that 

promote the differentiation of TCD4+ lymphocytes producing IL- 7, IFN-, IL-22, IL-

17/IL-22 and IL-17/IFN-. We also observed that DCs stimulated by Pb presented 

activation of molecules involved in the TLRs and dectin-1 signaling (JNK, p38, 

AKT, ERK - for TLRs and Syk for dectin-    The blockage of dectin-1 and/or TLR2 

diminished the differentiation of Th17 cells. We also analyzed PBMCs from 

patients with the acute/juvenile form (JF) or the chronic/adult form (AF) of PCM. 

Our results showed that patients with JF present elevated production of IL-4 and 

AF patients present higher production of IL-17. Altogether our results showed that 

Dectin-1 and TLR-2 are the most important receptors for human DCs to recognize 

Pb yeast cells and to produce cytokines such as IL- , IL-  and TNF-. After DC 
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activation and cytokine production these cells are able to induce Th1 and Th17 

differentiation through these receptors. Also we showed that Th17 cells are a major 

population in AF patients. 
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INTRODUÇÃO 



   

 

  



   

 

1. INTRODUÇÃO 

 Dentre as micoses sistêmicas, a paracoccidioidomicose (PCM), causada 

pelo fungo dimórfico Paracoccidioides brasiliensis, encontra-se restrita aos países 

da América Latina, sendo endêmica em algumas regiões do Brasil   ,   . A 

infecção provavelmente ocorre por meio da inalação de propágulos do fungo que 

se depositam nos pulmões causando lesões locais, ou que podem se disseminar 

via corrente sanguínea ou linfática para diversos órgãos como fígado, baço, 

glândulas suprarenais, medula óssea, mucosas e pele   ,   . 

 A infecção pelo P. brasiliensis pode ter três resultados: 1) a PCM-infecção 

(PI), comum em indivíduos que residem ou trabalham em áreas endêmicas e que 

entram em contato com o fungo, mas que não desenvolvem sinais clínicos da 

doença; 2) a forma aguda ou juvenil (FJ) mais comum em crianças e jovens de 

ambos os sexos, e caracterizada pelo acometimento dos linfonodos, fígado, baço 

e disfunção na medula óssea; e 3) e a forma crônica ou adulta (FA) com maior 

prevalência entre homens adultos com idade variando de    a 60 anos. A forma 

adulta apresenta manifestações clínicas que variam desde lesões pulmonares 

isoladas (forma unifocal) ao acometimento sistêmico (forma multifocal), com 

lesões na pele e mucosas   ,  ,   . Em relação às duas formas da doença, em 

ambos os casos a imunidade celular apresenta-se comprometida, e a ausência de 

intervenção por meio de terapia específica leva a altas taxas de mortalidade, 

principalmente em crianças   ,  ,   . 

 O desenvolvimento de modelos experimentais da infecção pelo P. 

brasiliensis permitiu compreender de forma mais clara a relação entre a resposta 

imunológica desenvolvida pelo hospedeiro e as diferentes manifestações da 



   

 

paracoccidioidomicose    . Camundongos suscetíveis (linhagem B10.A) 

apresentam resposta imune celular deprimida, evidenciada pela proliferação de 

linfócitos e reação de hipersensibilidade do tipo tardio (HTT) diminuídas frente a 

estímulos com antígenos do fungo    . Além disso, produzem preferencialmente 

citocinas do tipo T "helper" do tipo 2 (Th2) como Interleucina(IL)-4, IL-5 e IL-10, e 

anticorpos das classes IgG1 e IgA   -   . Após a infecção, esses camundongos 

apresentam disseminação do fungo por todo organismo, evidenciando a sua 

incapacidade para o controle da doença. Por outro lado, nos camundongos 

resistentes (linhagem A/Sn – A/J) a resposta imunológica celular é preservada, 

com linfoproliferação e testes de HTT positivos e produção de citocinas do tipo 

Th1 como o interferon-gama (IFN-γ e o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α assim 

como produção de anticorpos da classe IgG2a   -   . 

 Esses achados no modelo experimental encontram paralelo na doença 

humana. Indivíduos apresentando a FJ da PCM apresentam uma resposta 

predominantemente Th2, com produção aumentada (in vitro) de citocinas 

supressoras da resposta imune celular como a IL-4, IL-5, IL-10, o fator de 

transformação de crescimento-beta (TGF-β) e baixa produção de IFN-γ e TNF-

α   -   . Esses indivíduos também produzem quantidades elevadas de anticorpos 

específicos com predominância dos isotipos IgG4, IgE e IgA, cuja mudança de 

classe é regulado por citocinas Th2 como a IL-4 e pelo TGF-β assim como número 

elevado de eosinófilos na circulação e infiltrando as lesões    ,   -   . Já os 

indivíduos com a FA desenvolvem uma resposta mista, o que resulta em 

diferentes apresentações clínicas da doença, produzindo citocinas do tipo Th1 

como IFN-, TNF- e quantidades variáveis de IL-10 e IL-     -   . Quanto à 



   

 

resposta imune humoral, produzem menores níveis de anticorpos quando 

comparados a indivíduos com a forma juvenil, com predomínio das classes IgG1 e 

IgG2    ,   ,    . Já os indivíduos apresentando a PCM-infecção não apresentam 

sinais clínicos de doença e tampouco produzem anticorpos específicos, mas 

desenvolvem resposta celular vigorosa contra antígenos do fungo e produzem 

quantidades elevadas de IFN-, IL-2 e TNF- e níveis basais de IL-4, IL-5 e IL-   

   -   .  

 Os dados expostos acima indicam que a resposta imunológica efetiva, com 

participação de células Th1, é de extrema importância para a resistência e o 

controle da infecção causada pelo P. brasiliensis, destacando-se o papel do IFN- 

nessa proteção. Entretanto, apesar do balanço entre as respostas Th1 e Th2 

explicarem muitas das diferenças entre as formas clínicas da doença e a PCM-

infecção, algumas características ainda não puderam ser explicadas. Resultados 

intrigantes, tanto na doença humana quanto experimental, têm mostrado que a 

resposta inflamatória exacerbada, principalmente na fase inicial da infecção, está 

relacionada às formas mais graves da paracoccidioidomicose e pior controle da 

doença por parte do hospedeiro    -   . Camundongos suscetíveis (linhagem 

B.10) à infecção pelo P. brasiliensis, quando infectados por via intratraqueal, 

apresentam uma resposta imunológica inicial caracterizada pela grande produção 

de mediadores inflamatórios (em teoria relacionada a uma resposta Th1) e pelo 

infiltrado de grande número de neutrófilos. Por outro lado, camundongos 

resistentes, produzem quantidades moderadas desses mediadores e menor 

infiltrado inflamatório     . Outro fato observado na paracoccidioidomicose é de 



   

 

que células de pacientes com a FA da doença quando estimuladas in vitro 

produzem quantidades elevadas de IL-12p40/p70, detectadas tanto no 

sobrenadante de culturas     , como por citometria de fluxo     , não sendo 

observado, contudo, aumento na produção de IFN-    . 

 Recentemente, linfócitos T CD4+ produtores de IL-17 foram identificados 

como sendo uma subpopulação com origem distinta dos linfócitos Th1 e Th2, 

sendo denominados de Th17    ,    . Essas células foram identificadas por 

apresentar um papel de grande importância em doenças autoimunes como a 

esclerose múltipla (e seu modelo experimental – encefalomielite autoimune 

experimental), a artrite reumatóide e as doenças inflamatórias intestinais    ,    . 

 Apesar de terem sido inicialmente descritas na resposta imunológica em 

doenças autoimunes, atualmente a participação de células Th17 também tem sido 

descrita tanto na resistência como na suscetibilidade a doenças infecciosas 

causadas por bactérias, protozoários e fungos    -   . Na tuberculose pulmonar 

humana, foi demonstrada diminuição da quantidade de células Th17 na circulação 

periférica em comparação ao observado em indivíduos saudáveis, situação 

revertida após o tratamento efetivo    -   . A presença de células Th17 e a 

produção local de IL-17 nos pulmões aparentemente estimula as células epiteliais, 

macrófagos e células endoteliais a produzirem citocinas e quimiocinas 

inflamatórias como a CXCL8, IL- , IL-23, IL-6 e de peptídeos com ação anti-

bacteriana como as defensinas, induzindo o acúmulo de neutrófilos e de outras 

células inflamatórias, que desempenham papel importante no controle da doença 

    . No modelo experimental da tuberculose, a produção de IL-   também leva a 



   

 

resposta favorável, participando de forma importante para a formação do 

granuloma, e estimulando a produção de quimiocinas inflamatórias como a CXCL9 

e CXCL10, o que levaria ao recrutamento secundário de células Th1 e ao aumento 

da produção de outras citocinas pró-inflamatórias como o IFN-    -   . Na 

infecção causada pelo Trypanossoma cruzi a IL-17 foi relacionada à indução da 

resposta imunológica, principalmente através da estimulação para a produção de 

IFN- e outras citocinas     . 

 Após a sua descrição, a participação das células Th17 na resposta 

imunológica a doenças causadas por fungos começou a ser bastante estudada, e 

a IL-   foi apontada como uma das principais citocinas que promovem a 

resistência a esses agentes patogênicos    ,   -   . 

 Em doenças inflamatórias do trato respiratório, a produção de IL-17 é 

apontada como uma das principais citocinas efetoras no recrutamento de 

neutrófilos    -   . Neutrófilos são células de origem mielóide, que constituem a 

maioria dos leucócitos presentes na circulação. Essas células, juntamente com os 

macrófagos, são as primeiras a serem recrutadas para o sítio de infecção durante 

a resposta inflamatória, e têm como função principal a ingestão dos 

microorganismos (fagocitose) e posterior destruição dos mesmos. Para a 

destruição dos patógenos os neutrófilos, após sua ativação, produzem grandes 

quantidades de Reativos Intermediários de Oxigênio (RIOs), assim como de óxido 

nítrico (NO). Além dos RIOs, os neutrófilos também produzem e liberam no sítio 

inflamatório uma série de enzimas proteolíticas como elastases, catepsina-G e 

matriz-metaloproteinases (MMPs). Essas enzimas podem levar à destruição dos 



   

 

tecidos do hospedeiro, sendo responsáveis por muitas das imunopatologias 

observadas em processos inflamatórios crônicos    ,    . 

 Como mencionado, a infecção pulmonar experimental pelo P. brasiliensis 

leva ao recrutamento de neutrófilos ao pulmão [  ,    . A análise do lavado 

bronco alveolar de pacientes com a forma pulmonar da paracoccidioidomicose 

mostra aumento do influxo de neutrófilos para esse compartimento    ,    . A 

presença dessas células também é característica de lesões causadas pelo P. 

brasiliensis em outros órgãos e tecidos   ,    .  

A diferenciação de células T nas diversas subpopulações é regulada 

principalmente pela presença de certas citocinas produzidas no ambiente onde 

ocorre a apresentação do antígeno. A interação dessas citocinas com seus 

receptores leva a sinalização intracelular específica, e posterior ativação de 

fatores de transcrição que são característicos de cada uma dessas subpopulações 

   ,    . Assim, células Th1 se diferenciam quando citocinas como a IL-12 e IFN- 

estão presentes no meio, as quais levam à ativação de fatores de transcrição 

como a STAT-1, STAT-4 e T-bet. As células Th2 se diferenciam na presença de 

IL-4, que sinaliza via STAT-6 e GATA-     -   . De maneira geral as células Th17 

se diferenciam na presença de TGF- e IL-6, sendo que outras citocinas 

inflamatórias como IL-  e TNF- podem ter efeitos adicionais    ,   -   . Além 

dessas citocinas, também é importante a presença de IL-23 que promove a 

sobrevivência e a diferenciação adicional dessas células. A diferenciação de 

células Th17 ocorre por meio da sinalização via STAT-3 e RORt    -   .  



   

 

Além das células Th1, Th2 e Th17, recentemente foram descritas novas 

subpopulações de linfócitos T CD4+ caracterizadas pela produção de citocinas 

específicas. Assim, foram descritas células produtoras de grandes quantidades de 

IL-9 e IL-21. Essas células aparentemente necessitam de IL-4 e TGF- para sua 

diferenciação, mas ainda não está claro se elas se diferenciam diretamente de 

células naive, sendo portanto uma linhagem distinta (provisoriamente 

denominadas de Th9) ou se são diferenciadas a partir de células Th2    ,    . As 

células Th9 apresentam grande importância na produção de anticorpos, 

participando ativamente nessa função em conjunto com as células Th2     . 

Também foram descritas células capazes de produzir grandes quantidades de IL-

   sem, contudo, produzirem IL-17. Essas células produtoras de IL-22 

(denominadas de Th22) aparentemente desempenham papel importante na 

resposta inflamatória observada no epitélio em algumas doenças como a psoríase. 

A IL-  , é fundamental na defesa contra agentes bacterianos intestinais    ,    , 

contra bactérias pulmonares gram-negativas, tais como Klebsiella pneumoniae 

   ,     e contra o fungo Candida albicans     , sendo importante para a regulação 

da resposta tecidual durante a inflamação. As células Th22 podem ser importantes 

na resposta imunológica a fungos, visto sua participação na resposta imunológica 

que ocorre nas mucosas e na superfície dos epitélios [   . 

 Assim como as outras populações de linfócitos, além das citocinas 

produzidas, essas novas populações celulares são caracterizadas pela expressão 

de fatores de transcrição específicos como o PU.1 (para as células produtoras de 

IL-9) e AHR (nas células produtoras de IL-  )    ,    . Sendo esses fatores de 



   

 

transcrição importantes para a produção das citocinas que caracterizam essas 

células. 

Para a diferenciação das diferentes subpopulações de linfócitos T é 

fundamental a participação de células da resposta imunológica inata, 

particularmente das células dendríticas (DCs). Tradicionalmente considerada 

apenas a primeira linha de defesa, a resposta imune inata tem recebido renovada 

atenção, tendo em vista a sua capacidade de distinguir estruturas próprias de não 

próprias e de ativar mecanismos da resposta adaptativa por meio de sinais 

específicos     . A resposta imune inata é capaz de reconhecer diversas classes 

de patógenos e desta forma detecta a presença e a natureza da infecção, 

iniciando e determinando a resposta efetora da imunidade adaptativa. A resposta 

imune inata baseia-se na pré-existência de alguns elementos: proteínas do 

sistema complemento, leucócitos polimorfonucleares (PMN), células natural killer 

(NK), células apresentadoras de antígenos (APCs - macrófagos e células 

dendríticas), citocinas e quimiocinas inflamatórias, que interagem diretamente com 

microrganismos levando à sua destruição ou inibição de seu crescimento    ]. 

Estes mecanismos têm um efeito profundo no desenvolvimento da resposta 

adaptativa, que é ativada em uma fase mais tardia da resposta imunológica     . 

A resposta imune inata contra os fungos baseia-se no reconhecimento de 

estruturas moleculares conservadas encontradas em inúmeros grupos de 

microrganismos, os PAMPS (padrões moleculares associados à patógenos), que 

são reconhecidos pelos PRRs (receptores de reconhecimento padrão), como os 

receptores de manose (MRs), receptores de complemento (CRs), receptores de 



   

 

glucanas (dectina-1) e os receptores do tipo toll (TLRs), capazes de iniciar a 

fagocitose e ativar a via pro-inflamatória    ,    . 

Os TLRs constituem um dos grupos mais importantes de proteínas 

transmembrana capazes de interagir com patógenos. Pelo menos 11 membros 

desta família foram descritos em humanos     . A ativação dos TLRs resulta na 

produção de vários mediadores inflamatórios e anti-inflamatórios que regulam a 

resposta imune adaptativa     .  

O TLR4 reconhece lipopolissacarídeos de bactérias gram-negativas (LPS) 

enquanto que o TLR2 está envolvido na interação com lipoproteínas de bactérias 

gram-positivas, peptideoglicanos e componentes de parede celular de fungos    , 

   . Estudos posteriores também atribuíram ao TLR2 a indução de uma resposta 

imune anti-inflamatória no hospedeiro     . Os receptores do tipo toll controlam a 

expressão gênica de citocinas inflamatórias (IFN-, IFN-, IL- , IL-6 e TNF-) em 

DCs por meio de vias de sinalização NF-B, proteínas quinases ativadas por 

mitógenos (MAPKs) e fatores reguladores de interferons (IRFs)     . A ativação de 

DCs por meio do TLR4 e TLR9 (LPS e CpG, respectivamente) leva a rápida 

produção de IL-6, suprimindo a atividade de linfócitos T CD4+CD25+    ,    .  

Leveduras do P. brasiliensis são capazes de ativar TLR2 e TLR-4 de 

macrófagos, causando o aumento da sua atividade fagocítica e produção de óxido 

nítrico     . Diferentemente, foi observado que camundongos TLR2-/- com infecção 

pulmonar crônica pelo P. brasiliensis apresentam uma doença mais controlada e 

menos grave que animais selvagens, com diminuição do número de linfócitos T 

CD4+ e CD8+ ativados, aumento do número de neutrófilos, diminuição da produção 



   

 

de citocinas Th1 e Th2 e produção de TGF-, IL-6, IL-23 e IL-17. Nestes animais o 

desenvolvimento preferencial de uma resposta Th17 foi associado a uma 

diminuição do número de células Treg CD4+CD25+Foxp3+ e controle mais efetivo 

da doença     . Por outro lado, em outro trabalho os mesmos autores verificaram 

que camundongos C3H/HeJ, que são naturalmente deficientes na via de 

sinalização do TLR4,  não são capazes de controlar a infecção pulmonar pelo P. 

brasiliensis, o que estaria associado a uma resposta imune celular deficiente e 

aumento da população de células T regulatórias, comparado a animais 

C3H/HePas que expressam receptores funcionais     . 

 Resultados de nosso grupo de pesquisa sugerem a participação do TLR2, 

TLR4 e Dectina-1 no reconhecimento e internalização do fungo por monócitos e 

neutrófilos humanos, e consequente ativação da resposta imunológica ao 

Paracoccidioides brasiliensis. Neste trabalho foi demonstrado que leveduras da 

linhagem Pb265 (baixa virulência) induzem balanço na produção TNF-/IL-10, o 

que poderia possibilitar melhor controle da infecção pelo hospedeiro, evitando uma 

resposta inflamatória exacerbada     . Por outro lado, Acorsi-Valerio et. al., (2010) 

mostraram que a ativação de neutrófilos humanos por leveduras da linhagem de 

alta virulência (Pb18) via TLR2 e TLR4 induzia a produção de IL-8 e IL-10, o que 

poderia ser considerado um mecanismo patogênico durante a infecção     .  

O reconhecimento de polissacarídeos da parede dos fungos inicia 

respostas imediatas como fagocitose, produção de compostos antimicrobianos e 

indução de citocinas inflamatórias, que ativam e recrutam células do sistema 

imune inato e adaptativo. A Dectina- , um receptor tipo lectina C, reconhece 



   

 

moléculas de 1,3 -glucanas, um dos principais componentes da parede celular de 

fungos patogênicos como P. brasiliensis, Candida albicans, Aspergillus fumigatus 

e Pneumocystis jirovecii    ,    .. A interação da Dectina-1 com seu ligante induz 

a fagocitose, produção de citocinas (TNF-, IL-2, IL-10 e IL-12), produção de 

reativos intermediários do oxigênio e recrutamento de leucócitos para o sítio 

inflamatório para controle da proliferação fúngica    ,    . Alguns trabalhos 

sugerem que a Dectina-1 age em sinergismo com TLRs, promovendo uma 

resposta inflamatória exacerbada     . Camundongos deficientes em Dectina-  

são mais suscetíveis à infecção por Candida albicans e Pneumocystis jirovecii 

    .  

Além do reconhecimento de  ,  -glucanas, outros trabalhos mostraram 

que, em humanos, a Dectina-1 pode funcionar como uma molécula co-

estimulatória para células T     . Os receptores do tipo toll induzem uma resposta 

Th1; enquanto que a Dectina-  pode levar a produção de IL-23 e IL-  

determinando a polarização para a resposta do tipo Th17     . De modo 

interessante, foram demonstradas diferenças na resposta às formas de levedura e 

de hifas de C. albicans, indicando que ocorre a produção diferencial de IL-23 por 

células dendríticas, induzida por essas duas formas do patógeno.  Enquanto as 

hifas induzem a produção de IL-23, o mesmo não ocorre com a forma de levedura, 

que por sua vez induz a produção de IL-       . Essa resposta diferencial frente 

às duas formas de C. albicans, provavelmente se deve ao reconhecimento desses 

patógenos por receptores específicos em células apresentadoras de antígeno 

(“Toll-like receptors” – TLRs ou Dectina-       . LeibundGut-Landmann et al. 



   

 

(           demonstraram que células dendríticas estimuladas com ligante 

específico de Dectina-1 (Curdlan) são capazes de promover a diferenciação de 

células T “naive” em células Th    Por outro lado, Acosta-Rodriguez et al  (      

     demonstraram que células dendríticas estimuladas com LPS (ligante de 

TLR4) são pouco eficientes para a diferenciação de linfócitos Th17, mas que 

monócitos estimulados com essa molécula podem induzir  essa diferenciação. Os 

monócitos, estimulados com ligantes de TLR2 e dectina-1 (zymozan) e TLR4 

(LPS) também parecem contribuir para a expansão de células T de memória 

(CD45RO+) produtoras de grandes quantidades de IL-       . Os TLRs de 

maneira geral (com exceção do TLR3) sinalizam via uma molécula adaptadora em 

comum (MyD88 – sendo que o TLR2 utiliza a molécula adaptadora MAL), 

enquanto que a Dectina-1 sinaliza via Syk e Card-9, e essa ativação diferencial 

aparentemente leva a produção diferencial de citocinas     . Como mencionado, 

estudos realizados em nosso laboratório indicam que leveduras de P. brasiliensis 

são capazes de estimular monócitos e neutrófilos por meio desses receptores 

(TLRs e Dectina-1) induzindo a produção de citocinas pró-inflamatórias, e que 

diferentes cepas de P. brasiliensis (Pb18 – virulenta e Pb265 – avirulenta), são 

reconhecidas por um conjunto de receptores distintos     . 

Vários tipos de células podem exercer a função de apresentação de 

antígenos (APCs) como macrófagos, monócitos, linfócitos B, DCs e células 

endoteliais     . Entretanto apenas as DCs são consideradas APCs profissionais, 

pois são fundamentais para manter a tolerância aos antígenos próprios para ativar 

as células T naive, efetoras e memória e para interagir com células do sistema 



   

 

imune inato, potencializando assim a resposta imune adaptativa    -   . As DCs 

são heterogêneas e diferem em relação aos seus marcadores de superfície, 

localização e produção de citocinas. Diferentes fatores de transcrição e citocinas 

controlam o desenvolvimento de populações de DCs com propriedades funcionais 

distintas     . Desta forma, as DCs mantêm a homeostasia entre as subclasses de 

linfócitos T naive CD4+ e CD8+     .   

De maneira geral, as DCs podem ser classificadas como DCs mielóides ou 

plasmocitóide (pDCs). As pDCs estão envolvidas na imunidade anti-viral, 

expressam TLR7 e TLR9 e produzem grandes quantidades de IFN do tipo I    , 

   ,     . Em humanos, DCs mielóides podem ser produzidas in vitro a partir de 

monócitos CD14+ do sangue periférico que representam 10% dos leucócitos 

circulantes      . Os monócitos são células imunes efetoras que expressam  

receptores para quimiocinas, e que possuem a capacidade de migrar do sangue 

periférico para os tecidos durante os processos infecciosos. Estas células 

fagocíticas produzem citocinas inflamatórias (TNF-, IL- , CXCL8, IL-6), anti-

inflamatórias (IL-10), se diferenciam em macrófagos e DCs, durante os processos 

inflamatórios e são fundamentais na resposta imune inata a microrganismos 

patogênicos    ,     .   

Monócitos CD14+ diferenciam-se em DCs in vitro na presença de GM-CSF e 

IL-4. O GM-CSF é um fator de crescimento que promove a sobrevivência e 

diferenciação de monócitos em DCs funcionais, enquanto que a IL-4 inibe a 

diferenciação de monócitos em macrófagos      . A combinação destas citocinas 

para a obtenção de DCs com fenótipo imaturo a partir da diferenciação de 



   

 

monócitos foi descrita por vários autores     -    . Estas células mielóides 

diferenciadas na presença de GM-CSF produzem grandes concentrações de TNF-

 e óxido nítrico após estimulação com microrganismos patogênicos      .    

Vários trabalhos recentes evidenciaram a importante participação das DCs 

na infecção experimental pelo P. brasiliensis. Foi demonstrado que DCs de 

camundongos resistentes à infecção pelo P. brasiliensis apresentam alta 

expressão de moléculas de MHCII, CD80 e CD86, quando comparado com 

macrófagos e linfócitos B e são capazes de estimular a produção de citocinas do 

tipo Th1 (IFN-). Já os macrófagos estimulam a produção de citocinas Th1 e Th2 

(IL-10, IL-4 e IFN-), enquanto os linfócitos B induzem somente citocinas Th2 (IL-4 

e IL-         . Em contrapartida, em animais suscetíveis foi observado que 

macrófagos e DCs, não induzem a proliferação de linfócitos Th1 e nem tampouco 

a produção de citocinas, o que poderia levar à progressão da doença      .   

Em trabalho complementar os mesmos autores demonstraram que células 

da medula óssea de camundongos resistentes (A/J), estimuladas in vitro com 

citocinas durante 7 dias e pulsadas com leveduras de P. brasiliensis ou com gp43 

(com ou sem LPS) expressam baixas concentrações de antígenos MHC-II e 

moléculas de adesão e produzem baixas concentrações de IL-12 e TNF-. Esta 

supressão da resposta imune inata foi interpretada como uma estratégia do fungo 

para persistir no hospedeiro, sugerindo que as leveduras em si ou a gp43 liberada 

em grande quantidade durante a infecção poderiam resultar na redução da 

eficácia da resposta imunológica de pacientes com PCM      . Além disso, foi 

verificado que a baixa expressão das moléculas coestimulatórias e a baixa 



   

 

produção de IL-12 por DCs estimuladas pela gp43 induzem resposta Th1 

deficiente, com aumento do número das unidades formadoras de colônias (CFUs) 

do fungo nos pulmões      . 

Do mesmo modo, outros estudos mostraram que em animais suscetíveis 

(B10.A) a infecção pelo P.brasiliensis induz DCs com fenótipo regulatório capazes 

de produzir grande quantidades de IL-10 e pouca IL-12 e que estas DCs 

regulatórias são induzidas via TLR2 e Dectina-       . Estes estudos demonstram 

o importante papel nas DCs no controle da resposta imune na PCM experimental 

e sua influência na suscetibilidade ou resistência à doença. Entretanto, existem 

poucos trabalhos que avaliaram a participação das DCs na infecção humana pelo 

P. brasiliensis. 

 

  Como mencionado a resposta imunológica efetiva aos agentes infecciosos 

depende do balanço entre o tipos de resposta imunológica adquirida 

desenvolvidos pelo hospedeiro. Trabalhos recentes apontam para uma grande 

heterogeneidade e plasticidade dessa resposta, com a participação de diferentes 

populações de células efetoras (Th1, Th2, Th17, Th9 e Th22) e de células 

regulatórias. Estudos anteriores, incluindo alguns de nosso grupo, demonstraram 

que as diferentes formas da PCM podem ser relacionadas a diferentes tipos de 

resposta imunológica, bem como à participação de células T regulatórias. Apesar 

desses estudos demonstrarem a importância da resposta Th1 e Th2 na PCM, 

algumas características da doença não podem ser explicadas somente por esse 

modelo.  Essas características podem ser indícios da participação de outras 

subpopulações de linfócitos T, que poderiam levar à resistência ou 



   

 

susceptibilidade à infecção pelo P. brasiliensis. Além disso, ainda não está bem 

determinado de que maneira o reconhecimento das leveduras de P. brasiliensis é 

feito por células dendríticas, e de que maneira esse reconhecimento pode levar à 

diferenciação das diferentes subpopulações de linfócitos T.  
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

 Identificar os receptores envolvidos no reconhecimento de células 

leveduriformes de P. brasiliensis por células dendríticas derivadas de monócitos; e 

de que maneira essas células influenciam na diferenciação de linfócitos T CD4+ 

efetores.  

 

2.2. Objetivos específicos: 

- Avaliar os efeitos do estímulo de células leveduriformes de P. brasiliensis sobre a 

maturação e ativação de células dendríticas (DCs) derivadas de monócitos. 

- Avaliar se o reconhecimento e a ativação de células dendríticas por leveduras de 

P. brasiliensis ocorre por meio de TLRs (TLR2 e TLR4) e/ou pela Dectina-1, por 

meio da análise de moléculas envolvidas na sinalização intracelular, e por meio do 

bloqueio desses receptores. 

- Avaliar a capacidade de DCs em estimular a diferenciação de linfócitos T CD4+ 

em populações efetoras (Th1, Th2 e Th17). 

- Determinar o fenótipo dos linfócitos T CD4+ de pacientes com as formas 

aguda/juvenil e crônica/adulta da paracoccidioidomicose quanto à produção de 

citocinas. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1.  Casuística 

 Para a realização dos diversos experimentos descritos foi utilizado um 

número variável de amostras de sangue, obtidas de controles normais e pacientes 

com a forma crônica/adulta multifocal (FA) ou com a forma aguda/juvenil (FJ) da 

paracoccidioidomicose.  

 Os indivíduos do grupo controle foram recrutados na zona endêmica de 

Campinas, anteriormente identificados por apresentarem teste cutâneo de 

hipersensibilidade do tipo tardio negativo à gp43 (antígeno imunodominante do P. 

brasiliensis) e não apresentavam no momento da coleta nenhum sintoma de 

qualquer doença em atividade. Pacientes com paracoccidioidomicose foram 

selecionados no ambulatório de Moléstias Infecciosas do Hospital das Clínicas da 

UNICAMP, foram incluídos somente pacientes apresentando doença ativa antes 

do início (pós-diagnóstico) ou no máximo com um mês de tratamento, que 

apresentavam sintomas e exames laboratoriais compatíveis com 

paracoccidioidomicose em atividade. Os pacientes foram classificados quanto à 

forma clínica conforme os critérios estabelecidos por Franco et al. (        . Cada 

indivíduo foi informado sobre sua participação na pesquisa, assinando um termo 

de consentimento pós-informação, de acordo com as normas estabelecidas pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP. 

 Para a análise por imunoistoquímica foram utilizados tecidos de biópsias 

obtidas para fim diagnóstico (mucosa oral ou linfonodos), fixadas e embebidas em 

parafina, arquivadas no setor de Anatomia Patológica do HC da UNICAMP. 



   

 

3.2. Análise por imunoistoquímica de lesões de mucosa oral e de linfonodos 

de pacientes com paracoccidioidomicose 

 Foram analisados 10 amostras diferentes de pacientes com a FA (mucosa 

oral – FA multifocal) e 10 amostras diferentes de pacientes apresentando a FJ da  

PCM (linfonodos). As lesões incluídas no estudo foram aquelas que apresentavam 

leveduras de P. brasiliensis. 

 Os blocos de parafina foram submetidos a cortes sequenciais com 

espessura de  -  m em micrótomo, e as lâminas foram submetidas à 

desparafinização por banhos sequenciais em xilol e etanol. Após a 

desparafinização, os tecidos foram submetidos à recuperação antigênica.  

 Para a recuperação antigênica, as lâminas foram submersas em tampão de 

recuperação (EDTA pH 9,3) em recipientes adequados e submetidos a 

aquecimento em panela de vapor a 95ºC por 30 minutos. Após o aquecimento as 

lâminas foram resfriadas à temperatura ambiente. Após a recuperação antigênica, 

os cortes foram submetidos à marcação com anticorpos específicos (anti-IFN-, 

anti-IL-4, anti-IL  , anti-IL22 e anti-IL- ). Os anticorpos foram titulados para 

otimizar a marcação e evitar ligações inespecíficas (dados não mostrados). As 

etapas de bloqueio de peroxidase endógena, de adição do anticorpo secundário e 

revelação foram feitas com reagentes fornecidos com o “kit” do sistema NovoLink 

(Max Polimer Detection System – Novocastra Laboratories) de acordo com as 

instruções do fabricante. Após a realização da marcação, os tecidos foram contra-

corados com hematoxilina e as lâminas montadas em entelan.  

 



   

 

3.3.  Obtenção de células leveduriformes de P. brasiliensis  

 Culturas da fase leveduriforme de P. brasiliensis da cepa de alta virulência 

Pb18 foram mantidas a 36°C em meio Fava-Netto por 5 dias. Após esse período 

as colônias formadas foram coletadas e lavadas em PBS estéril e, para a 

obtenção de células individuais, a suspensão de células leveduriformes foi 

submetida à agitação em vórtex em tubos contendo esferas de vidro de 4mm 

durante 30 segundos por três vezes. Após a dissolução dos grumos, os tubos 

foram deixados em repouso a 37ºC por 15 minutos e o sobrenadante foi 

transferido para outro tubo. O número de células leveduriformes viáveis foi 

determinado por contagem em hematocitômetro na presença do corante verde de 

Janus. Foram utilizadas suspensões contendo mais que 85% de fungos viáveis. O 

número de células leveduriformes utilizado em cada experimento foi acertado 

conforme a necessidade.  

 

3.4.  Obtenção de células mononucleares (CMNs) do sangue periférico 

 O sangue periférico dos doadores saudáveis e de pacientes com a forma 

aguda/juvenil (FJ) ou forma crônica/adulta (FA) da paracoccidioidomicose foi 

coletado (80-   mL) em tubos contendo heparina sódica. Para a separação da 

fração de células mononucleares (CMNs) as amostras foram centrifugadas sobre 

uma solução de ficoll-hypaque (densidade 1,077 -     g por 30 minutos a 

temperatura ambiente), sendo as células mononucleares (CMNs – anel sobre a 

solução de ficoll-hypaque) transferidas para outros tubos tipo falcon de 15 mL. As 

CMNs foram então submetidas a duas lavagens com meio RPMI (300 g por 10 

minutos a 4ºC). Após a lavagem, as CMNs tiveram seu número e viabilidade 



   

 

estimado (câmara de Neubauer e azul de Tripan) e utilizadas para realização dos 

experimentos descritos abaixo. 

 

3.5. Separação de monócitos (células CD14+) e linfócitos (células CD3+) por 

seleção imunomagnética positiva  

 Monócitos (células CD14+) e linfócitos (células CD3+) foram isolados para a 

realização de alguns experimentos. A purificação foi realizada a partir de CMSP 

obtidas como descrito acima. Os monócitos foram utilizados para a geração de 

células dendríticas (descrito abaixo) e os linfócitos para a realização de alguns 

experimentos para caracterizar a capacidade das DCs em diferenciar 

subpopulações de linfócitos (descrito abaixo). Foi utilizado o sistema de seleção 

imunomagnética positiva MACs (CD14 MicroBeads ou CD3 MicroBeads - Miltenyi 

Biotec). A separação de células foi feita de acordo com as especificações do 

fabricante. O resultado da separação foi avaliado por meio de citometria de fluxo 

para determinar a pureza das populações obtidas, sendo que em todos os 

experimentos foram obtidas populações de monócitos com pureza de 93-97% e 

linfócitos com pureza de 95-96% (dados não mostrados). 

 

3.6. Avaliação do potencial de produção de citocinas por células 

mononucleares do sangue periférico (CMSP) nos diferentes grupos de 

pacientes e indivíduos saudáveis. 

 Após a separação, conforme descrito no item anterior, as CMSP foram 

contadas, ressuspendidas em meio RPMI contendo 10% de Soro Fetal Bovino. 

Após o ajuste para 2x    células/mL estas foram estimuladas com o "kit" de 



   

 

ativação e expansão de células T (Miltenyi Biotec) contendo esferas recobertas 

com os anticorpos anti-CD2, anti-CD3 e anti-CD28 durante 72 horas.  

 Nas últimas 6 horas de cultura as células foram ou não estimuladas com 

PMA (50ng/ml) e com Ionóforo de cálcio (250ng/ml) na presença de Brefeldina A 

( μg/mL). Após esse período as células foram coletadas e processadas para a 

realização de citometria de fluxo. Outra parte das células foi submetida a 

estimulação com as esferas e com PMA+Ionoforo de cálcio e cultivadas sem a 

adição de Brefeldina A. Essas células foram utilizadas para a extração de RNA e 

seu sobrenadante utilizado para a quantificação das citocinas produzidas em 

cultura (ELISA). 

 

3.7. Diferenciação e caracterização de células dendríticas a partir de 

monócitos (células CD14+) do sangue periférico 

 As células CD14+ de indivíduos saudáveis obtidas conforme descrito no 

item anterior foram incubadas por 5 dias com citocinas recombinantes (IL-4 – 

50ng/mL e GM-CSF – 50ng/mL – R&D Systems) adicionadas no 1º dia de cultura, 

com suplementação adicional, nas mesmas concentrações, no dia 3. Após  3 e 5 

dias de cultura as células foram avaliadas por microscopia e citometria de fluxo 

para verificar a diferenciação em células dendríticas. Foi possível observar que 

após esse período as células adquirem todos os marcadores característicos de 

células dendríticas (ver figura     - apêndice). 

 

3.8. Condições e estímulos utilizados nas culturas de DCs derivadas de 

monócitos. 



   

 

 As células dendríticas derivadas de monócitos foram utilizadas para a 

realização de diferentes experimentos com o objetivo de avaliar as vias utilizadas 

para o reconhecimento das células leveduriformes de P. brasiliensis, bem como  o 

efeito do estímulo do fungo sobre a expressão de moléculas de superfície e 

produção de citocinas pelas DCs. 

 Ainda, as mesmas condições foram utilizadas para avaliar o efeito de DCs 

estimuladas sobre a diferenciação de linfócitos. Para cada conjunto de 

experimentos foram utilizados condições de cultura diferentes, descritas abaixo. 

 Para avaliar as possíveis vias utilizadas para o reconhecimento das células 

leveduriformes de P. brasiliensis pelas células dendríticas e os receptores 

envolvidos nesse reconhecimento e sinalização, as células dendríticas foram 

incubadas com anti-TLR2 (  μg/ml), anti-TLR-  (  μg/ml) e Laminarina (bloqueio 

de Dectina-1 -    μg/ml) durante 1 hora. Após esse período as células foram então 

estimuladas com LPS (1g/mL – agonista de TLR4), Pam3CSK4 ( g/mL - 

agonista de TLR2), Curdlan (  g/mL – agonista de Dectina- ), e com células 

leveduriformes de P. brasiliensis (cepa Pb18 – razão 1:10), por 30 minutos, após o 

estímulo as células foram utilizadas para o preparo de lisado (ver abaixo) e 

avaliadas quanto à fosforilação de proteínas sinalizadoras específicas por 

western-blotting (ver abaixo).  

 Para avaliar a expressão de moléculas de superfície e a produção de 

citocinas intracelulares por ELISA as DCs foram submetidas aos mesmos 

estímulos descritos acima e cultivadas por 18 horas. 



   

 

 Para os experimentos de cocultura de DCs com linfócitos, após a 

diferenciação (5 dias) as células foram incubadas com anti-TLR2 (20μg/mL), anti-

TLR-  (  μg/mL) e Laminarina (20 μg/mL) durante 1 hora. Após esse período 

foram estimuladas com LPS (1g/mL – agonista de TLR4), Pam3CSK4 ( g/mL - 

agonista de TLR2), Curdlan (  g/mL – agonista de Dectina- ), e com células 

leveduriformes de P. brasiliensis (cepa Pb18 – razão 1:10). Após 1 hora de 

estímulo foram adicionadas às culturas de DCs, linfócitos (células CD3+), dos 

mesmos indivíduos dos quais as DCs foram obtidas, em uma proporção de 1 DC 

para cada 10 linfócitos (1:10). As coculturas foram mantidas por 7 dias a 37ºC em 

estufa de CO  (5%). No sétimo dia (últimas 6 horas) foram adicionados às 

coculturas brefeldina A (1g/mL), PMA (50ng/mL) e ionóforo de cálcio (250ng/mL). 

Após a incubação parte dos linfócitos foi coletada e utilizada para a marcação de 

superfície e intracelular por citometria de fluxo (conforme descrito abaixo), 

enquanto outra parte foi utilizada para extração de RNA e utilizada para reações 

de qRT-PCR (ver abaixo). Os sobrenadantes das coculturas foram coletados no 7° 

dia e armazenados a -80ºC para posterior análise da produção de citocinas por 

ELISA. 

 

3.9. Imunofluorescência para análise de células por citometria de fluxo. 

 Células (DCs ou linfócitos) estimuladas conforme descrito nos itens 

anteriores foram distribuídas (2 x 10  células/cavidade) em placa de 96 cavidades 

com fundo em U. Para cada tipo celular foi adicionado um conjunto de anticorpos 

para marcação de superfície. DCs: anti-CD14 (FITC), DEC205 (PE-Cy7), CD209 



   

 

(PE), CD11b (APC-Cy7), CD11c (PercP-Cy5), CD1a (PE-Cy7), CCR7 (APC), 

CD80 (PE-Cy7), CD83 (PE), CD86 (FITC), MHC de classe II (APC-Cy7), TLR-2 

(FITC), TLR-4 (APC) e Dectina- (PE). Linfócitos: CD3 (PE-Cy7), CD4 (APC-

Cy7), CD25 (PE-Cy7), CD127 (APC). Os anticorpos foram diluídos em 20 L de 

PBS-BSA(0,1%)-Azida sódica (0,2mM) (PBS-BSA-A), incubando-se por 30 

minutos a 4°C no escuro. Após este período foram adicionados 150 L de PBS-B-

A, centrifugando-se por 10 minutos a 1250 RPM a 4°C. O sobrenadante foi 

desprezado, as células ressuspendidas (vórtex), adicionando-se 200 L de 

tampão PBS-B-A, seguido de nova centrifugação (10 minutos a 1200 RPM, 4°C). 

Em seguida as células foram ressuspendidas novamente, sendo adicionados 200 

L de formaldeído 2%, seguido de incubação à temperatura ambiente (TA) por 20 

minutos. As células foram então submetidas a permeabilização para marcação 

intracelular utilizando-se o tampão de permeabilização apropriado para marcação 

de citocinas intracelulares (eBioscience). Após 15 minutos de incubação as células 

foram centrifugadas e foram adicionados os anticorpos para marcação intracelular: 

DCs: IL- β (FITC), IL-6 (PE), TNF-α (APC), IL-23 (PECy7), IL12p70 (PE). 

Linfócitos: IFN (FITC), IL-17 (PE), IL-4 (PercP-Cy5.5), IL-22 (APC), IL-9 (PE) e 

Foxp3 (PE). As células foram então incubadas por 30 minutos a 4ºC, sendo então 

adicionados 150 mL do tampão de permeabilização seguido de 2 lavagens com 

tampão de lavagem e fixação com paraformaldeído 2%. Após serem transferidas 

para tubos apropriados e o volume completado para 300 L, as leituras foram 

feitas em citômetro de fluxo (FACScanto/Becton & Dickson). A análise dos 

resultados foi feita em programa específico (FCSExpress – De Novo Software), 



   

 

sendo analisada a porcentagem de células positivas e/ou a intensidade média de 

fluorescência (IMF) de cada marcador.  

 

3.10. Avaliação da expressão gênica por qRT-PCR  

3.10.1. Extração do RNA total e síntese de cDNA. 

 O RNA total de CMSPs de pacientes com PCM (FA e FJ) e de indivíduos 

controle não estimuladas e de parte das DCs (1x10  células) submetidas a 

estimulo com as leveduras de P. brasiliensis por 18 horas, foi extraído utilizando-

se o reagente Trizol (Invitrogen) conforme instruções do fabricante e quantificado 

por meio de espectofotômetro (Nanodrop –Thermo Scientific) com leituras a 260 e 

280 nm. As amostras de RNA foram então tratadas para a remoção de DNA 

genômico. Para tanto, 1µg de RNA total foi diluído em água DEPC em um volume 

final de 25,7μL e foram acrescentados 3,97μL do mix contendo 2,97μL de tampão 

10x concentrado e 1μL de DNAse (Ambion). Então foi adicionado 0,3μL de EDTA 

pH 8.0 - 0,5M e as amostras foram incubadas por 10 minutos a 75 C para 

remoção da atividade enzimática da DNAse. 

 Para a síntese do cDNA, ao RNA tratado foi  adicionado 1μL de oligo dT  -

   e 1μL de “primers” randômicos (Applied Biosystems). A mistura foi aquecida a 

70°C por 10 minutos e resfriada rapidamente em gelo. A seguir foram adicionados 

   μL de um “mix” composto por:    μL de tampão de síntese; 2,5 μL de dNTP 

(10mM); 5 μL de DTT (0,1M) e 0,5 μL de superscript R/T II (200U/μL - 

(Invitrogen)). A mistura foi então incubada à temperatura ambiente por 10 minutos, 

e a seguir a 40°C por 50 minutos. A atividade enzimática foi removida incubando-

se a 90°C por 5 minutos, seguido por incubação a 4°C por 5 minutos. A mistura foi 



   

 

centrifugada rapidamente, adicionando-se 1 μL de RNase humana, incubando-se 

a 37°C por 20 minutos, para a remoção das moléculas restantes de RNA. As 

amostras foram armazenadas a –80°C até o momento do uso. 

 

3.10.2. Protocolo de qRT-PCR  

 O qRT-PCR foi realizado em equipamento de análise em tempo real 

StepOne (Applied Biosystems, California, USA) utilizando metodologia com 

corante intercalante SybrGreen. Em cavidades de placas de 100µL foram 

adicionados 3 μL de cDNA (ou de água no caso do controle negativo), 1 μL do 

primer sense e 1 μL do primer anti-sense previamente diluídos na concentração de 

80 pM (previamente titulados - tabela I)  e 5 μL do master mix, contendo dNTP, 

Taq polimerase, MgCl , SybrGreen, e tampão (Absolute SYBRGreen RT-PCR mix, 

Applied Biosystems). As amostras foram colocadas no aparelho de PCR em 

tempo real e submetidas a 40 ciclos de amplificação: 95ºC por 15 segundos, 

seguido de um período de anelamento/extensão a 60ºC por 1 minuto. Para avaliar 

a especificidade dos primers utilizados, em cada reação foi elaborada uma curva 

de “melting” (aquecimento gradual da amostra amplificada   º C a   ºC, com 

incremento de 0,3ºC) na qual é possível observar a formação de apenas um tipo 

de “amplicon”  Os resultados foram analisados quanto à expressão do gene de 

interesse de cada amostra, utilizando como gene normalizador o GAPDH e como 

amostra de referência o cDNA obtido a partir do RNA de um “pool” de linfócitos ou 

células dendríticas não estimuladas. Os resultados foram expressos como 

concentração relativa calculada conforme descrito por Pfaffl (2001)      utilizando 

as eficiências de amplificação de cada “primer”, conforme a fórmula abaixo: 



   

 

 

                                                                                   

  

 Onde Egene alvo é a eficiência de amplificação da reação com o primer de 

interesse; Egene referência é a eficiência de amplificação da reação com o primer do 

gene normalizador;  Ct gene alvo é igual ao valor de Ct de uma amostra controle 

amplificada com o primer do gene de interesse (pool de linfócitos não estimulados) 

menos o Ct de amostra para o mesmo gene;  Ct gene referência é igual ao valor 

de Ct de uma amostra controle amplificada com o primer do gene normalizador 

(pool de linfócitos não estimulados) menos o Ct de amostra para o mesmo gene. 

 

  



   

 

Tabela I: Sequência dos “primers” que foram utilizados no qRT-PCR. Desenhados 

com o auxílio do programa PrimerExpress (Applied). 

Gene Forward primer -  '   ' Reverse primer -  '   ' 

GAPDH CCACATCGCTCAGACACCAT GGCAACAATATCCACTTTACCAGAGT 

IL-  CACGATGCACCTGTACGATCA AGACATCACCAAGCTTTTTTGCT 

IL-  CTGCAAATCGACACCTATTAATGG GCACATGCTAGCAGGAAGAACA 

IL-  GGTACATCCTCGACGGCATCT GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC 

IL-  CCTGGACATCAACTTCCTCATCA CAGAGACAACTGGTCACATTAGCA 

IL-   GGCCAGGGCACCCAGTCT TCGAAGCATGTTAGGCAGGTT 

IL-12p35 CCTGGACCACCTCAGTTTGG TGAAGGCATGGGAACATTCC 

IL-   AATCTCCACCGCAATGAGGA ACGTTCCCATCAGCGTTGA 

IL-   GCAGGCTTGACAAGTCCAACT GCCTCCTTAGCCAGCATGAA 

IL-23p19 CTCAGTGCCAGCAGCTTTCAC TCTCTTAGATCCATGTGTCCCACTAG 

IFN- CTAATTATTCGGTAACTGACTTGA ACAGTTCAGCCATCACTTGGA 

TGF- TGAGGGCTTTCGCCTTAGC CGGTAGTGAACCCGTTGATGT 

TNF- TGGCCCAGGCAGTCAGA GGTTTGCTACAACATGGGCTACA 

Ahr CAGTTTATTCATGCAGCTGATATGCT CCGGAAAACTATCATGCCACT 

FoxP3 GAAACAGCACATTCCCAGAGTTC ATGGCCCAGCGGATGAG 

GATA-  AAGACATCCAGACCAGAAAC GTTAAACGAGCTGTTCTTGGG 

PU.1 GCCCTATGACACGGATCTATAC GTAATGGTCGCTATGGCTCTC 

RORt AGAGGGACTCCTTGCCTCTC CAGCATCTGCTCACTTCCAA 

T-bet GCGCCAGGAAGTTTCATTT CATTCTGGTAGGCAGTCACG 

 



   

 

3.11. Western-blot/imunoblot  

3.11.1. Preparação do lisado de células dendríticas 

 Após o estímulo, as células dendríticas foram coletadas, transferidas para 

tubos eppendorf de 1,5 mL, centrifugadas (sendo o sobrenadante completamente 

removido) e as células foram lisadas em tampão RIPA (PBS-Igepal (1%)-

deoxicolato de sódio (0,5%)-SDS (0,1%) gelado, acrescido no momento do uso de 

inibidores de protease (aprotinina a 50 kIU/mL, PMSF (phenylmethanesulfonyl 

fluoride) a 100g/mL, ortovanadato de sódio – Na VO  a 1mM)) e coquetel inibidor 

de fosfatase (Sigma) 5 μL/mL. Após 30 minutos de incubação em gelo os tubos 

foram centrifugados por 10 minutos a 10.000 g a 4°C para a remoção dos restos 

celulares e o sobrenadante transferido para outro tubo. Após esse procedimento, a 

quantidade de proteína obtida em cada amostra foi avaliada pelo método de Lowry 

conforme instruções do fabricante do reagente (BioAgency). Após a quantificação 

as amostras foram armazenadas a -80°C até o momento do uso.  

 

3.11.2. SDS-PAGE e western-blotting 

 Para a separação das frações protéicas dos lisados de células obtidos 

conforme descrito no item anterior, os mesmos foram submetidos a uma 

eletroforese em gel de poliacrilamida-bisacrilamida (10% - 0,75mm de espessura) 

na presença de SDS. Para cada poço foi utilizada uma concentração de    g de 

proteína total. Antes da eletroforese os lisados diluídos para a concentração de 

uso e foram desnaturados pela adição de um tampão de amostra (Tris-HCl pH 6,8-

glicerol (25%)-SDS (0,5%)-azul de bromofenol-mercaptoetanol (10%)) e aquecidos 



   

 

em banho-maria em ebulição por 5 minutos. Cada um dos lisados foi aplicado em 

um poço diferente e submetido à eletroforese em cuba vertical (BioRad), à 

voltagem constante de 100V, por aproximadamente 90 minutos. Para a 

determinação do peso molecular das bandas marcadas no imunoblot, foi utilizado 

um padrão de peso molecular, reconhecido pelo anticorpo secundário utilizado na 

técnica (Cruz Marker – Santa Cruz). Após a eletroforese em gel, os mesmos foram 

utilizados para a transferência (western-blotting) das frações protéicas para 

membranas de PVDF – (Polyvinylidenefluoride - poros de 0,22m – Bio Rad) por 

meio de eletroforese em voltagem constante de 100 V por 1 hora. Após a 

transferência as membranas foram armazenadas a -20°C até o momento do uso. 

 

3.11.3. Imunoblot 

 Após os procedimentos descritos acima, as membranas foram submetidas 

à reação de imunoblot, utilizando-se anticorpos específicos (para proteínas não 

fosforiladas e fosforiladas) previamente titulados. Para o imunoblot as membranas 

foram bloqueadas por 1 hora a temperatura ambiente com salina tamponada com 

Tris (TBS) adicionado de  % (peso/volume) de BSA e 0,05% de Tween 20. Após 

lavagem as membranas foram incubadas por uma noite com anticorpos contra 

proteínas fosforiladas (anti-pERK, anti-pAKT, anti-pSyk, anti-pp38 ou anti-pJNK) 

diluídos em TBS-Tween-   ( ,  %)-BSA  %, sob constante agitação  Após a 

incubação as membranas foram transferidas para cassetes plásticos e a reação foi 

realizada no equipamento Snap-ID (Millipore). As membranas foram lavadas e foi 

adicionado o anticorpo secundário conjugado a peroxidase (Santa Cruz 

Biotechnology) diluído em TBS-T-BSA por    minutos a temperatura ambiente. As 



   

 

membranas foram então lavadas e mergulhadas em solução contendo Luminol 

(Santa Cruz Biotechnology) por 1 minuto, após o qual o excesso de tampão foi 

retirado. Após a revelação, as membranas foram fotografas e analisadas por 

equipamento específico para análise de quimioluminescência (ImageQuant 350 

GE Life Science). A avaliação da formação de bandas específicas foi realizada 

após a captura da imagem utilizando o software ImageQuant TL. Após a reação 

com anticorpos fosforilados foi realizada a remoção dos anticorpos da primeira 

reação de imunoblot (“stripping”  por meio de duas lavagens em tampão TBS 

contendo 10% SDS e 1% v/v de Tween 20) por 10 minutos cada a temperatura 

ambiente, seguidas por lavagens em PBS e TBS contendo 0.05% Tween 20. Após 

as lavagens as membranas foram novamente incubadas com o tampão de 

bloqueio e foram submetidas à marcação com anticorpos contra as proteínas não 

fosforiladas (anti-ERK, anti-AKT, anti-Syk, anti-p38 ou anti-JNK). Após essa etapa 

e novo “stripping” as membranas foram submetidas à nova marcação para 

detecção de actina (controle endógeno) com o intuito de garantir maior precisão 

na análise dos resultados obtidos. As etapas de incubação com anticorpo 

secundário e revelação foram idênticas as descritas para as proteínas fosforiladas.  

  Após a aquisição das imagens as mesmas foram analisadas com o intuito 

de semi-quantificar a fosforilação sofrida pelas proteínas em cada amostra. A 

semi-quantificação foi feita em software específico (ImageQuant TL – GE Linfe 

Sciences), por meio da normalização da intensidade (em pixels) da banda obtida 

com o anticorpo anti-proteína fosforilada, pela intensidade da banda obtida com o 

anticorpo anti-actina.  

 



   

 

3.12. Análise estatística  

 Para avaliar se a distribuição dos dados permitia o uso de testes 

paramétricos, os mesmos foram primeiramente avaliados pelo teste estatístico de 

Kolmogorof-Smirnoff, o qual demonstrou que os dados apresentavam distribuição 

normal. Os resultados foram então analisados com testes paramétricos e estão 

representados como média ± SEM. Para a comparação dos diferentes parâmetros 

(estímulos) dentro de um mesmo grupo foi utilizado o teste de ANOVA para 

amostras repetidas, com pós-teste de Tukey. Para a comparação de um mesmo 

parâmetro em grupos diferentes (pacientes vs. controle) foi utilizado o teste t de 

Student. Foram considerados significativos resultados com p ≤  ,    
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4. RESULTADOS        

4.1. Análise do efeito da estimulação com células leveduriformes de P. 

brasiliensis e agonistas específicos para TLRs e Dectina-1 sobre o 

fenótipo das DCs derivadas de monócitos 

 Um dos objetivos do projeto foi a avaliação da interação entre células 

dendríticas (DCs) e células leveduriformes de P. brasiliensis, de que forma ela 

ocorre, e se essa interação leva a maturação dessas células e o possível 

direcionamento da resposta imunológica adaptativa subsequente. 

 Em um primeiro momento analisamos através de citometria de fluxo a 

expressão de marcadores relacionados à maturação das células dendríticas e a 

sua capacidade de apresentação de antígenos. Foram analisadas DCs derivadas 

de monócitos de indivíduos do grupo controle. As DCs foram estimuladas por 18 

horas com células leveduriformes de P. brasiliensis (cepa Pb18). Os resultados 

demonstraram que o estímulo com o fungo levou a mudanças fenotípicas nas 

células dendríticas e que essas alterações podem ser relacionadas ao processo 

de maturação das DCs (figuras   1 e    ). Também é possível observar que o 

estímulo das DCs com os agonistas específicos para TLR2 (Pam3CSK4), TLR4 

(LPS) e Dectina-1 (Curdlan) levam a alterações no fenótipo das células 

dendríticas. 

 Como pode ser observado na figura abaixo, os estímulos não levaram a 

alteração na expressão de CD11c (figura    1A). Já a expressão de CD11b diminui 

(figura   1B) após o estímulo com as células leveduriformes e após o estímulo 

com o agonista de Dectina-1 (Curdlan). Também pudemos observar um aumento 

na porcentagem de DCs expressando o marcador CD83 (figura   1C) em DCs 



   

 

submetidas a todos os estímulos e do receptor de quimiocina CCR7 (figura   1D) 

após o estímulo com LPS, Curdlan e com as células leveduriformes de P. 

brasiliensis. Em relação à expressão do receptor de fagocitose CD209 (DC-Sign - 

figura   1E), todos os estímulos utilizados levaram à diminuição de sua expressão. 

Já a expressão de CD1a foi bastante variável, não havendo diferenças 

significativas (figura 4.1F). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura    : Avaliação da ativação de DCs por Pb18 ou agonitas de TLR-2, 
TLR-4 e Dectina-   Análise por citometria de fluxo da porcentagem de células 
dendríticas positivas para CD83 (C), CCR7 (D)  ou da intensidade média de 
fluorescência para marcação com CD11c (MFI - A), CD11b (MFI - B), CD209 (MFI 
- E) e CD1a (MFI - F). DCs derivadas de monócitos de controle (n=6), foram 
mantidas sem estímulo (SE) ou estimulados por 18 horas com LPS (1g/mL), 
Curdlan (  g/mL), Pam3CSK4 ( g/mL)  e células leveduriformes de P. 
brasiliensis (cepa Pb18 - razão 1:10). Análise estatística: ANOVA para amostras 
repetidas com pós-teste de Tukey. * p0,05 em relação às células não 
estimuladas (SE) 
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 Em relação às moléculas relacionadas à apresentação de antígenos e 

coestimulação de linfócitos (MHC de classe II, CD80 e CD86), os resultados 

demonstraram que todos os estímulos levam a um aumento de expressão de 

MHC de classe II (HLA-DR) nas células dendríticas (figura   2A), o mesmo 

ocorrendo quanto à expressão de CD80 (figura   2B). Entretanto, não observamos 

alteração na porcentagem de células positivas para CD86 quando as DCs foram 

estimuladas com as células leveduriformes do fungo, havendo aumento dessa 

molécula apenas quando as células foram estimuladas com LPS e Curdlan (figura 

  2C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura    : Análise de moléculas de ativação em DCs estimuladas com Pb18 
ou agonistas de TLR-2, TLR-4 ou Dectina- : Análise por citometria de fluxo da 
porcentagem de células dendríticas positivas para CD8  (C) ou da intensidade 
média de fluorescência para marcação com HLA-DR (MFI - A) e CD80 (MFI - B). 
DCs derivadas de monócitos de controle (n=6), foram mantidas sem estímulo (SE) 
ou estimuladas por 18 horas com LPS (1g/mL), Curdlan (  g/mL), Pam3CSK4 
( g/mL)  e células leveduriformes de P. brasiliensis (cepa Pb18 - razão 1:10). 
Análise estatística: ANOVA para amostras repetidas com pós-teste de Tukey. * 
p0,05 em relação às células não estimuladas (SE). 
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 Também analisamos se o estímulo com as células leveduriformes do fungo 

leva a alterações na expressão dos receptores TLR2, TLR4 e Dectina- . É 

possível observar que houve um pequeno aumento na porcentagem de células 

positivas para TLR-2 após o estímulo com as células leveduriformes e com 

Curdlan (figura   3A), mas não houve alteração na expressão de TLR-4 (Figura 

  3B). Também é possível observar que a estimulação das DCs com leveduras de 

P. brasiliensis ou Curdlan levou a uma diminuição importante no número de 

células positivas para Dectina-  (figura    C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura    : Avaliação da expressão de TLR-2, TLR-4 e Dectina-1 na superfície 
de DCs estimuladas com Pb18 ou agonistas de TLR-2, TLR-4 e Dectina- : 
Análise por citometria de fluxo da porcentagem de células dendríticas positivas 
para TLR2 (A) e Dectina-  (C), e da intensidade média de fluorescência para 
marcação com TLR4 (MFI - B). DCs derivadas de monócitos de controle (n=6), 
foram mantidas sem estímulo (SE) ou estimulados por 18 horas com LPS 
( g/mL), Curdlan (  g/mL), Pam3CSK4 ( g/mL)  e células leveduriformes de 
P. brasiliensis (cepa Pb18 - razão 1:10). Análise estatística: ANOVA para 
amostras repetidas com pós-teste de Tukey. * p0,05 em relação às células não 
estimuladas (SE). 
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4.2. Análise do efeito da estimulação de células dendríticas (DCs) com 

células leveduriformes de P. brasiliensis sobre a expressão do RNAm 

para citocinas. 

 Tendo em vista os resultados descritos acima, que demonstram que o 

estímulo com células leveduriformes de P. brasiliensis leva à maturação das 

células dendríticas e ao aumento de sua capacidade de apresentação de 

antígenos, decidimos avaliar se esse mesmo estímulo leva à produção de 

citocinas importantes para a diferenciação de linfócitos. Abaixo são mostrados os 

resultados obtidos com a análise do RNAm para algumas citocinas.  

 Em relação à expressão do RNAm para IL12p35 pudemos observar que as 

DCs quando expostas às células leveduriformes do fungo aumentam de maneira 

considerável a transcrição desse RNAm (figura    A). O mesmo ocorrendo quanto 

à expressão do RNAm para IL23p19 (figura    B).  

 

 

 

 

 

 

Figura 4  : Quantificação relativa da expressão de RNAm para IL-12p35 e IL-
23p19: Quantificação relativa da expressão do RNAm para IL-12p35 (A) e IL-
23p19 (B) em células dendríticas. DCs derivadas de monócitos de indivíduos 
controle (n=13) foram mantidas sem estímulo (SE) ou estimuladas por 18 horas 
com células leveduriformes de P. brasiliensis (cepa Pb18). Teste estatístico: Teste 
t de Student  * p≤ ,   em relação às células não estimuladas  
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 Em relação ao RNAm para outras citocinas (TGF, IL-6, IL-  e TNF-) 

importantes para a diferenciação de células Th17, observamos que o estímulo 

com células leveduriformes de P. brasiliensis aumenta a expressão de modo 

significativo do RNAm para essas citocinas (figura    ).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura    : Quantificação da expressão do RNAm para citocinas em DCs 
estimuladas com Pb18: Quantificação relativa da expressão do RNAm para 
TGF (A), IL6 (B), IL1 (C) e TNF- (D) em células dendríticas. DCs derivadas 
de monócitos de controle (n=7) foram mantidas sem estímulo (SE) ou estimuladas 
por 18 horas com células leveduriformes de P. brasiliensis (cepa Pb18). Teste 
estatístico: Teste t de Student  * p≤ ,   em relação às células não estimuladas. 
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4.3. Análise por citometria de fluxo da produção de citocinas por DCs 

derivadas de monócitos 

 Como demonstrado acima, o estímulo de células dendríticas com as células 

leveduriformes de P. brasiliensis induz a expressão de do RNAm para citocinas 

importantes para a diferenciação de linfócitos. Decidimos então avaliar por 

citometria de fluxo a produção dessas citocinas por células dendríticas 

estimuladas com as células leveduriformes de P. brasiliensis, assim como com os 

agonistas específicos de TLRs (TLR2 e TLR4) e Dectina-1. Em relação à 

produção de IL12p70 (figura   6A), observamos que apesar de haver uma 

porcentagem pequena de células positivas para essa citocina, todos os estímulos 

levaram a um aumento na sua produção. Quanto à produção de IL-23p19, 

observamos que o estímulo com LPS e Curdlan, induziu a produção de uma 

grande quantidade dessa citocina, e que o estímulo com as células leveduriformes 

de P. brasiliensis também leva a um aumento de células positivas em comparação 

às células não estimuladas (figura   6B). 

 

 

 

 

  

 

 

 



   

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura    : Análise da produção de IL-23 e IL-12 por DCs estimuladas com 
agonistas de TLR-2, TLR-4 e Dectina- : Análise por citometria de fluxo da 
porcentagem de células dendríticas (CD11c+) positivas para IL12p70 (A) e 
IL23p19 (B). DCs derivadas de monócitos de controle (n=11), foram mantidas sem 
estímulo (SE) ou estimuladas por 18 horas com LPS (1g/mL), Curdlan (  g/mL), 
Pam3CSK4 ( g/mL) e células leveduriformes de P. brasiliensis (cepas Pb18 - 
razão 1:10). Análise estatística: ANOVA para amostras repetidas com pós-teste de 
Tukey. * p0,05 em relação às células não estimuladas (SE). 
 
 
 Em relação às citocinas importantes na diferenciação de células Th17 

(TGF-, IL1, IL-6 e TNF-), observamos diferenças marcantes quando utilizamos 

estímulos diferentes (figura    ). A porcentagem de células positivas para TGF- 

aumentou com todos os estímulos, sendo o maior aumento detectado quando as 

células foram estimuladas com o agonista de TLR2 (Pam3CSK4), havendo 

também um aumento importante após o estímulo com a cepa Pb18 (figura    A). 

A produção de IL-6 foi maior nas células estimuladas com LPS, Pam3CSK4 e com 

Curdlan, havendo pouca produção após o estímulo com as leveduras de P. 

brasiliensis (figura    B). Já a porcentagem de células positivas para IL-

 aumentou com todos os estímulos (exceto Pam3CSK4), notadamente após o 

estímulo com Curdlan e com LPS (figura    C). Assim como para IL-6, a produção 

de TNF-também foi maior quando as células foram estimuladas com LPS ou 
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com Curdlan, havendo também uma maior porcentagem de células positivas 

quando as células foram estimuladas com as células leveduriformes de P. 

brasiliensis (figura    D). 

 Também avaliamos a produção da citocina supressora IL-10 (figura    E), e 

observamos que as DCs submetidas a todos os estímulos (exceto Curdlan), 

aumentam a produção dessa citocina (embora não tenhamos conseguido observar 

diferenças estatisticamente significativas). 
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Figura     (página anterior): Expressão de citocinas por células dendríticas 
CD11C+: Análise por citometria de fluxo da porcentagem de células dendríticas 
(CD11c+) positivas para TGF- (A), IL-  (B), IL-  (C), TNF- (D) e IL-   (E). DCs 
derivadas de monócitos de controle (n=11), foram mantidas sem estímulo (SE) ou 
estimulados por 18 horas com LPS (1g/mL), Curdlan (  g/mL), Pam3CSK4 
( g/mL)  e células leveduriformes de P. brasiliensis (cepa Pb18 - razão 1:10). 
Análise estatística: ANOVA para amostras repetidas com pós-teste de Tukey. * 
p0,05 em relação às células não estimuladas (SE). 
 
 
4.4. Análise do perfil de linfócitos diferenciados na presença de DCs 

submetidas a diferentes estímulos. 

 Após realizarmos os experimentos descritos acima, decidimos avaliar se as 

DCs estimuladas com os agonistas específicos de TLR2 (Pam3CSK4), TLR4 

(LPS) e Dectina-1 (Curdlan), assim como com as células leveduriformes de P. 

brasiliensis induzem a diferenciação de linfócitos T autólogos. Para isso foram 

utilizadas DCs derivadas de monócitos conforme descrito anteriormente, 

estimuladas com agonistas específicos de TLR2 (Pam3CSK4), TLR4 (LPS) e 

Dectina-1 (Curdlan), assim como células leveduriformes de P. brasiliensis (cepa 

Pb18).  

 Os resultados desses testes demonstraram que DCs estimuladas com 

células leveduriformes são capazes de induzir a diferenciação de linfócitos em 

células produtoras de IL-17, IL-22, IFN e IL-4 (figuras 4.8 a     ).  

 De maneira geral, o estímulo de DCs com LPS (agonista de TLR4) induziu  

uma grande produção de IFN, com baixa produção de IL-17, IL-22 e IL-  (figura 

     . O estímulo com Pam3CSK  (agonista de TLR2) também induziu a 

diferenciação de células produtoras de IFN embora em menor escala que o 

estímulo com LPS, mas também induziu uma produção considerável de IL-4 pelos 



   

 

linfócitos (superior aos outros estímulos). Já o estímulo com Curdlan (agonista de 

Dectina-1) foi o que induziu a produção de IL-   em níveis mais expressivos (em 

níveis superiores aos de IFN), assim como de IL-22. As células leveduriformes 

de P.brasiliensis, por sua vez, induziram a produção de citocinas com um perfil 

muito parecido ao observado com o estímulo com Curdlan (alta produção de IL-17 

e IL-22, com produção menor de IFN), embora esse estímulo também tenha 

induzido a produção de IL-4 em níveis comparados ao estímulo dado por 

Pam3CSK4. 

 Por meio da análise por citometria com 6 fluorocromos pudemos distinguir a 

existência de várias populações de linfócitos, após as coculturas com DCs. Assim, 

identificamos linfócitos produtores apenas de IFN, somente IL-17, uma 

população produtora de IFN e IL-17, uma pequena população produtora de 

apenas IL-22 e uma população produtora de IL-17 e IL-22 (ver dot-plots 

representativos nas figuras 4.8 e 4.9).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 







   

 

também foi melhor observada quando as DCs foram estimuladas com células 

leveduriformes de P. brasiliensis ou com Curdlan (figura     C). O mesmo ocorreu 

para a população produtora apenas de IL-22 (figura     D). A produção conjunta 

de IL-17 e IL-22 ocorreu em maior escala quando os linfócitos foram cocultivados 

com DCs estimuladas com as células leveduriformes do fungo, enquanto que os 

estimulos com Curdlan e LPS apresentaram efeito similar (figura     E). Em 

relação à produção de IL-4, apesar do número de células produtoras ser muito 

pequeno (próximo a 1%), observamos um aumento dessa produção quando as 

DCs foram estimuladas com células leveduriformes e com Pam3CSK4 (figura 

    F).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SE
PMA

LPS
Pam3

Curdlan
Pb18

0

2

4

6

8

15

20

25B *

*

*

* *

#
#

#

%
 d

e 
cé

lu
la

s
C

D
3+ C

D
4+ IF

N
- 

+

SE
PMA

LPS
Pam

3

Cur
dla

n
Pb1

8
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0F

%
 d

e 
cé

lu
la

s
C

D
3+ C

D
4+ IL

4+

*

*
*

*
#

#

SE
PMA

LP
S

Pam
3

Cur
dla

n
Pb1

8
0

2

4

6

8

10A

* * *

*

*
#

#

%
 d

e 
cé

lu
la

s
C

D
3+ C

D
4+ IL

17
+

SE
PMA

LPS
Pam3

Curdlan
Pb18

0

1

2

3

4

5D

* *

*

#

#

%
 d

e 
cé

lu
la

s
C

D
3+ C

D
4+ IL

22
+

#

SE
PMA

LP
S

Pam
3

Cur
dla

n
Pb1

8
0

2

4

6

8C

%
 d

e 
cé

lu
la

s
C

D
3+ C

D
4+ IL

17
+ IF

N
- 

+

*

*

*
#

#

SE
PMA

LPS
Pam

3

Cur
dla

n
Pb1

8
0

1

2

3

4

5E

%
 d

e 
cé

lu
la

s
C

D
3+ C

D
4+ IL

17
+ IL

22
+

*

*

*

#

#

#



   

 

Figura      (página anterior): Análise das populações de linfócitos 
produtores de IFN-γ, IL-4, IL-17 e IL-  : Análise por citometria de fluxo da 
porcentagem de linfócitos CD3+CD4+IL17+ (A), CD3+CD4+IFN-γ+ (B), 
CD3+CD4+IL17+IFN-γ+ (C), CD3+CD4+IL22+ (D), CD3+CD4+IL17+IL22+ (E), 
CD3+CD4+IL4+ (F). Os linfócitos foram cocultivados por 7 dias na presença de DCs 
derivadas de monócitos de indivíduos do grupo controle (n=9), que foram mantidas 
sem estímulo (SE) ou estimulados por 18 horas com Pam3CSK4 (Pam3), LPS, 
Curdlan e células leveduriformes de P. brasiliensis (cepas Pb18). Estímulo com 
PMA utilizado como controle de ativação. Análise estatística: ANOVA para 
amostras repetidas com pós-teste de Tukey. * p0,05 em relação às células não 
estimuladas (SE); # p0,05 em relação às células estimuladas com PMA. 

 

 Também fizemos a dosagem das citocinas (IFN-, IL-17, IL-22 e IL-4) nos 

sobrenadantes de coculturas de DCs submetidas a diferentes estímulos e 

linfócitos. Os resultados demonstraram que a produção de IFN-(figura 4.11A) foi 

maior quando as células foram estimuladas com LPS, Curdlan e células 

leveduriformes de P. brasiliensis. Quanto à produção de IL-17, observamos um 

aumento significativo na produção quando as DCs foram estimuladas com Curdlan 

e Pb18 (figura 4.11B). Em relação à IL-22, não observamos diferenças estatísticas 

entre os estímulos utilizados, embora os maiores valores tenham sido observados 

quando as DCs foram estimuladas com Curdlan e Pam3CSK4 (figura 4.11C). 

Infelizmente, não conseguimos detectar IL-4 nos sobrenadantes de cultura, 

provavelmente devido à sensibilidade do teste utilizado (dados não mostrados). 

 

 

 

 

 

 



   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 4.1 : Análise da produção de IFN-γ, IL-17 e IL-22 em sobrenadantes de 
coculturas de DCs e linfócitos. Análise da produção das citocinas IFN-, IL-17 e 
IL-22 produzidas por linfócitos CD3+ cocultivados com células dendríticas 
estimuladas com LPS ( μg/mL), Pam3CSK4 ( μg/mL), Curdlan (  μg/mL) ou 
leveduras de P. brasilsiensis (proporção 1 levedura / 10 células dendríticas). As 
citocinas foram avaliadas após 7 dias de cultura no sobrenadante de cultura 
através da técnica de ELISA. Número de amotras 9 (n=9). Análise estatística: 
ANOVA para amostras repetidas com pós-teste de Tukey. * p0,05 em relação às 
células não estimuladas (SE). 
 

4.5.  Análise da diferenciação de células regulatórias CD4+CD25+Foxp3+ em 

coculturas de DCs estimuladas com diferentes ligantes de TLR e células 

leveduriformes de P. brasiliensis 

 Conforme observado em um trabalho publicado anteriormente pelo nosso 

grupo, a paracoccidioidomicose ativa é caracterizada por uma população 
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aumentada de células regulatórias nos indivíduos. Desta forma decidimos 

investigar se o cocultivo de células dendríticas estimuladas com células 

leveduriformes de P. brasiliensis seria capaz de estimular a geração de células T 

regulatórias CD4+CD25+Foxp3+. Como é possível observar no gráfico abaixo 

(figura     ), após 7 dias de cultura linfócitos T se diferenciaram em células 

apresentando o fator de transcrição característico de células regulatórias, Foxp3. 

As células CD4+CD25+Foxp3+ foram encontradas em maior número nas coculturas 

nas quais as DCs haviam sido previamente estimuladas com Pam3CSK4 

(agonista de TLR2) e com as células leveduriformes de P. brasiliensis. 

Observamos o desenvolvimento de células com fenótipo compatível com o de 

células T regulatórias naturais, CD4+CD25+Foxp3+.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura      – Avaliação do número de células CD4+CD25+Foxp3+ geradas em 
coculturas de células dendríticas. Os linfócitos foram cocultivados por 7 dias na 
presença de DCs derivadas de monócitos de indivíduos do grupo controle (n=9), 
que foram mantidas sem estímulo (SE) ou estimuladas por 18 horas com 
Pam3CSK4 (Pam3), LPS, Curdlan e células leveduriformes de P. brasiliensis 
(cepas Pb18). Estímulo com PMA utilizado como controle de ativação. Análise 
estatística: ANOVA para amostras repetidas com pós-teste de Tukey. * p0,05 em 
relação às células não estimuladas (SE); # p0,05 em relação às células 
estimuladas com PMA. 
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4.6. Efeito do bloqueio da Dectina-1, dos TLR-2 e TLR-4 sobre a fosforilação 

da proteínas ERK, JNK, p38, Syk e AKT. 

 Como demonstrado acima, o reconhecimento das células leveduriformes de 

P. brasiliensis pelas DCs, leva a ativação dessas últimas, e à produção de 

citocinas importantes para a diferenciação de linfócitos. Também pode-se 

observar que diferentes estímulos levam a diferentes respostas. Dessa forma 

decidimos identificar, por meio da fosforilação de proteínas específicas, os 

receptores envolvidos no reconhecimento das leveduras de P. brasiliensis. Para 

isso utilizamos DCs estimuladas com agonistas específicos de TLR2 (Pam3CSk4), 

TLR4 (LPS) e Dectina-1 (Curdlan), assim como células leveduriformes de P. 

brasiliensis da cepa Pb18. Para avaliarmos qual o receptor utilizado para o 

reconhecimento das leveduras, antes de incubarmos as DCs com o fungo, 

tratamos as mesmas com inibidores específicos dos receptores (anti-TLR2, anti-

TLR4 e Laminarina que bloqueia a Dectina-1). Os resultados desses experimentos 

estão descritos abaixo. 

4.6.1. Efeito do bloqueio da Dectina-1, dos TLR-2 e TLR-4 sobre a 

fosforilação da proteína ERK1/2 

A ERK é uma proteína quinase da família das MAP quinases, que possui 

duas isoformas: uma proteína de 44kDa e outra de 42kDa. As proteínas ERK são 

ativadas através dos TLR-2, TLR-  e da Dectina-1, e participam de forma 

importante em infecções fúngicas      .  

Observamos a ativação da ERK 1 de forma expressiva quando as células 

foram estimuladas com agonista específico de Dectina-1 ou das duas isoformas 

da proteína quando as DCs são estimuladas com a cepa Pb18. Observamos que o 



   

 

tratamento com os anticorpos bloqueadores de TLR-2, TLR-  e o bloqueio com  

laminarina (Dectina-   inibem a fosforilação das proteínas ERK1 e ERK2 (figura 

    ).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura     : Papel do TLR-2, TLR-4 e Dectina-1 na sinalização intracelular via 
ERK1/2: Análise da fosforilação da proteína ERK 1/2 em DCs não estimuladas e 
após diferentes estímulos: LPS (1g/mL), Curdlan (  g/mL), Pam3CSK4 
( g/mL) e leveduras de P. brasiliensis Pb18 (razão 1:10) e células estimuladas 
com leveduras de Pb18 após o bloqueio dos receptores TLR-2 (a-TLR2), TLR-4 
(a-TLR4) e Dectina-1 (Laminarina). A) Imagem representativa dos resultados 
obtidos com  a análise da fosforilação da proteína ERK 1/2. B e C - Análise semi-
quantitativa da intensidade das bandas de ERK 1 (B) e ERK 2 (C), a intensidade 
das bandas obtidas com o uso de anticorpos anti-p-ERK1/2 foram normalizadas 
pela intensidade das bandas de actina. Número de amostras 4 (n=4).         

 
4.6.2. Efeito do bloqueio da Dectina-1, dos TLR-2 e TLR-4 sobre a 

fosforilação da proteína JNK. 
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 A proteína JNK é ativada após estímulo do TLR-2 e TLR- . Observamos a 

ativação da JNK após todos os estímulos utilizados ou quando DCs foram 

estimuladas com a cepa Pb18. Observamos que o tratamento com os anticorpos 

para TLR-  e TLR-4 levam à diminuição da fosforilação da proteína JNK. 

Enquanto que o bloqueio da Dectina-1 com Laminarina não apresentou esse efeito  

(figura     ).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura     : Efeitos do bloqueio de TLR-2, TLR-4 e Dectina-1 sobre a 
sinalização  da proteína JNK: Análise da fosforilação da proteína JNK em DCs 
não estimuladas e após diferentes estímulos: LPS (1g/mL), Curdlan (  g/mL), 
Pam3CSK4 (1g/mL) e leveduras de P. brasiliensis Pb18 (razão 1:10) e células 
estimuladas com leveduras de Pb18 após o bloqueio dos receptores TLR-2, TLR-  
e Dectina-   A) Imagem representativa dos resultados obtidos com a análise da 
fosforilação da proteína JNK. B) Análise semi-quantitativa da intensidade das 
bandas de JNK, a intensidade das bandas obtidas com o uso de anticorpos anti-p-
JNK foram normalizadas pela intensidade das bandas de actina. Número de 
amostras 4 (n     
 
  

4.6.3. Efeito do bloqueio da Dectina-1, dos TLR-2 e TLR-4 sobre a 

fosforilação da proteína AKT 
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A AKT é uma proteína quinase que está envolvida na sinalização da via da 

fosfatidilinositol- -quinase e é fosforilada quando ativada também através da 

sinalização via TLR-2 e TLR-  O estímulo das células dendríticas com o P. 

brasiliensis leva a fosforilação do AKT. Observamos que o bloqueio do TLR-  e do 

TLR-  inibe a fosforilação do AKT. No entanto, outros bloqueios parecem não 

influenciar a fosforilação dessa proteína como pode ser observado na figura     . 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura     : Análise do papel dos receptores TLR-2, TLR-4 e Dectina-1 na 
fosforilação da proteína AKT em células dendríticas estimuladas com Pb18: 
Análise da fosforilação da proteína AKT em DCs não estimuladas e após 
diferentes estímulos: LPS (1g/mL), Curdlan (  g/mL), Pam3CSK4 (1g/mL) e 
leveduras de P. brasiliensis Pb18 (razão 1:10) e células estimuladas com 
leveduras de Pb18 após o bloqueio dos receptores TLR-2, TLR-  e dectina-   A) 
Imagem representativa dos resultados obtidos com  a análise da fosforilação da 
proteína AKT. B) Análise semi-quantitativa da intensidade da bandas de AKT, a 
intensidade das bandas obtidas com o uso de anticorpos anti-p-AKT foram 
normalizadas pela intensidade das bandas de actina. Número de amostras 4 
(n=4). 
 
 
 
4.6.4. Efeito do bloqueio da Dectina-1, dos TLR-2 e TLR-4 sobre a 

fosforilação da proteína Syk 
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 A proteína Syk, membro da familia das proteinas quinases é fosforilada 

durante o processo de sinalização intracelular da Dectina-1. Observamos que 

ocorreu a fosforilação dessa proteína quando as DCs foram estimuladas 

independente do estímulo, mas os maiores níveis de fosforilação ocorreram 

quando utilizamos o agonista específico de Dectina-1 (Curdlan) ou com leveduras 

de P. brasiliensis. Como é possível observar, o bloqueio da Dectina-  leva a 

diminuição da fosforilação dessa proteína(figura 4.1 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura     : Fosforilação da proteína Syk frente a estimulação com Pb18 e 
bloqueios de TLR2, TLR4 e Dectina-    Análise da fosforilação da proteína Syk 
em DCs não estimuladas e após diferentes estímulos: LPS (1g/mL), Curdlan 
(  g/mL), Pam3CSK4 (1g/mL) e leveduras de P. brasiliensis Pb18 (razão 1:10) 
e células estimuladas com leveduras de Pb18 após o bloqueio dos receptores 
TLR-2, TLR-  e dectina-   A) Imagem representativa dos resultados obtidos com  
a análise da fosforilação da proteína Syk. B) Análise semi-quantitativa da 
intensidade da bandas de Syk, a intensidade das bandas obtidas com o uso de 
anticorpos anti-p-Syk foram normalizadas pela intensidade das bandas de actina. 
Número de amostras 4 (n=4). 
  

4.6.5. Efeito do bloqueio da Dectina-1, dos TLR-2 e TLR-4 sobre a 

fosforilação da proteína p38 
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 A proteína p38 também é um membro da familia das MAP quinases e é 

fosforilada durante a sinalização estimulada pelo reconhecimento via TLR-2 e 

TLR-   Como é possível observar na figura abaixo o estímulo com os agonistas de 

TLR-2 e ligante de TLR-  (mas não de Dectina-   levam a fosforilação da p38. O 

estímulo com o P. brasiliensis também leva a fosforilação da proteína e o bloqueio 

do TLR-  e do TLR-   reduzem a fosforilação da p38. O bloqueio da Dectina-  não 

inibe a fosforilação da p38 (figura     ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura     : Análise da fosforilação da proteína p38 em DCs estimuladas 
com Pb18 e tratadas com bloqueadores para TLR-2, TLR-4 e Dectina-   
Análise da fosforilação da proteína p38 em DCs não estimuladas e após diferentes 
estímulos: LPS (1g/mL), Curdlan (  g/mL), Pam3CSK4 (1g/mL) e leveduras 
de P. brasiliensis Pb18 (razão 1:10) e células estimuladas com leveduras de Pb18 
após o bloqueio dos receptores TLR-2, TLR-4 e dectina- . A) Imagem 
representativa dos resultados obtidos com  a análise da fosforilação da proteína 
p38. B) Análise semi-quantitativa da intensidade da bandas de p38, a intensidade 
das bandas obtidas com o uso de anticorpos anti-p-p38 foram normalizadas pela 
intensidade das bandas de actina. Número de amostras 4 (n=4). 
 

  

4.7. Efeito do bloqueio de TLR-2, TLR-4 e Dectina-1 na produção de citocinas 

por DCs estimuladas com células leveduriformes de P. brasiliensis  
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 Como observado acima, o bloqueio específico dos receptores TLR-2, TLR-

4 e Dectina-  em DCs estimuladas com leveduras de P. brasiliensis leva à 

fosforilação diferencial de proteínas intracelulares. Para verificar se esses 

bloqueios influenciam a produção de citocinas, realizamos um novo conjunto de 

experimentos, nos quais antes da estimulação com as células fúngicas as DCs 

foram incubadas com os bloqueadores específicos de TLR2, TLR4 e Dectina-    

 Como pode ser observado na figura abaixo (figura 4.18), não observamos 

alterações na frequência de células positivas para IL-12p70 após o bloqueio dos 

receptores específicos (figura 4.18A), contudo a frequência de DCs positivas para 

IL-23 diminuiu quando utilizamos o bloqueio específico de Dectina-1 e quando 

combinamos esse bloqueio com o bloqueio dos TLR2 e TLR4 (figura 4.18B). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura     : Avaliação da produção de IL-12 e IL-23 por DCs previamente 
tratadas com bloqueadores para TLR2, TLR4 e Dectina-1 e incubadas com 
leveduras de Pb18: Análise por citometria de fluxo da porcentagem de células 
dendríticas (CD11c) positivas para IL12p70 (A) e IL23p19 (B). DCs derivadas de 
monócitos foram primeiramente incubadas com bloqueadores específicos de 
dectina-1 (laminarina) e/ou TLR2 e TLR4 (anticorpos bloqueadores) e depois  
mantidas sem estímulo (SE) ou estimuladas por 18 horas com células 
leveduriformes de P. brasiliensis (cepa Pb18 - razão 1:10). Número de amostras 6 
(n=6). Análise estatística: ANOVA para amostras repetidas com pós-teste de 
Tukey. * p0,05 em relação às células estimuladas com células leveduriformes de 
P. brasiliensis. 
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 De maneira similar, em relação às outras citocinas importantes para a 

diferenciação de linfócitos T CD4+ (TGF-, IL-6, TNF- e IL- ), pudemos 

observar que o bloqueio da Dectina-1 leva a uma diminuição significativa na 

porcentagem de DCs positivas para essas citocinas (exceto para o TGF-), o 

mesmo ocorrendo quando as células foram tratadas com uma combinação dos 

bloqueios (figura 4.19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura     : Avaliação da produção de TGF-β, IL-6, IL- β e TNF-α por DCs 
tratadas com bloqueadores de TLR-2, TLR4 ou Dectina-1 e incubadas com 
Pb18: Análise por citometria de fluxo da porcentagem de células dendríticas 
(CD11c) positivas para TGF- (A), IL-  (B), IL-  (C) e TFN- (D). DCs derivadas 
de monócitos foram primeiramente incubadas com bloqueadores específicos de 
Dectina-1 (Laminarina) e/ou TLR2 e TLR4 (anticorpos bloqueadores) e depois  
mantidas sem estímulo (SE) ou estimuladas por 18 horas com células 
leveduriformes de P. brasiliensis (cepa Pb18 - razão 1:10). Número de amostras 6 
(n=6). Análise estatística: ANOVA para amostras repetidas com pós-teste de 
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Tukey. * p0,05 em relação às células estimuladas com células leveduriformes de 
P. brasiliensis. 
 

4.8. Efeito do bloqueio dos TLR-2, TLR-4 e Dectina-1 na diferenciação de 

linfócitos TCD3+CD4+ e produção de citocinas.  

 Para verificar se o bloqueio do TLR-2, TLR-4 ou Dectina-1 poderia alterar a 

forma como as células dendríticas ativam e estimulam as células TCD3+CD4+, 

realizamos alguns experimentos nos quais as células dendríticas foram 

bloqueadas com anti-TLR-2, anti-TLR-4 ou Dectina-1, incubadas com leveduras 

das cepas Pb18 e cocultivadas com células TCD3+CD4+ autólogas. Após 5 dias de 

cultura as células foram coletadas e analisadas. Foi possível observar que a cepa 

Pb18 leva a diferenciação de células produtoras de IFN-. Ao que parece o TLR-4 

e a Dectina-  tem um papel pequeno para a geração dessas células pois o  

bloqueio dessas moléculas não interfere com o número de células produtoras de 

IFN-. Ao contrário, o bloqueio da sinalização via TLR-2 induziu redução da 

população de linfócitos produtores de IFN- (figura     A). A população produtora 

de IL-17 também é induzida pela presença do Pb18 e é interessante observar que 

somente o bloqueio da Dectina-1 leva a redução da produção de IL-17 (figura 

  20B). De forma semelhante a IL-   produção da IL-22 parece estar ligada a 

sinalização via Dectina-  (figura   20E). Já a produção de IL-4 e IL-9 parecem ser 

reguladas negativamente pelos receptores TLR2, TLR4 e Dectina-  já que, uma 

vez que esses são bloqueados, ocorre diferenciação de número maior de células 

produtoras de IL-4 e IL-9 (figura   20C e 4.20 D respectivamente).  

 



   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura     : Avaliação das citocinas produzidas por linfócitos estimulados 
por DCs submetidas a diferentes bloqueios e incubadas com Pb18: Análise 
da frequência de populações de células TCD3+CD4+ produtoras de IFN- (A), IL-
   (B), IL-  (C), IL-  (D) e IL-   (E) diferenciadas na presença de células 
dendríticas incubadas com anti-TLR-2, anti-TLR-4 ou Laminarina e estimuladas 
com Pb18. Número de amostras 12 (n=12). Análise estatística: ANOVA para 
amostras repetidas com pós-teste de Tukey. * p0,05 em relação às células 
estimuladas com células leveduriformes de P. brasiliensis. 
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 Além de caracterizarmos a diferenciação dos linfócitos por citometria de 

fluxo, analisamos nos sobrenadantes de cultura (por ELISA) a produção das 

citocinas características das respostas Th1, Th2 e Th17. Conforme pode ser 

observado na figura abaixo (figura     ). 

 A produção de IFN-γ foi reduzida após o bloqueio da Dectina-1 e do TLR2 

(isolados ou em combinação) (figura 4.21A). Em relação à produção de IL-   

observamos diminuição da produção somente quando bloqueamos a Dectina-1 

(figura 4.21B). Já a produção de IL-22 não foi afetada por nenhum dos bloqueios 

utilizados (4.21C). Infelizmente não foi possível detectar a presença de IL-4 nas 

culturas através do ELISA. 
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Figura 4.21 (página anterior): Quantificação da produção de IFN-γ, IL-17 e IL-
22 produzida por linfócitos estimulados por células dendríticas incubadas 
com Pb18 e bloqueadores de TLR2, TLR4 e Dectina-   Dosagem através de 
ELISA da produção de IFN- (A), IL-   (B) e IL-   (C) diferenciadas na presença 
de células dendríticas incubadas com anti-TLR-2, anti-TLR-4 ou Laminarina e 
estimuladas com Pb18. Número de amostras 11 (n=11). Análise estatística: 
ANOVA para amostras repetidas com pós-teste de Tukey. * p0,05 em relação às 
células estimuladas com células leveduriformes de P. brasiliensis. 
 

4.9. Análise da expressão do RNAm para os fatores de transcrição e 

citocinas por células mononucleares do sangue periférico de pacientes 

com paracoccidioidomicose (FA e FJ) e controles 

 
 Após a série de experimentos descritos acima, decidimos avaliar possíveis 

diferenças nos perfis de produção de citocinas em células mononucleares do 

sangue periférico (CMSP) de pacientes com paracoccidioidomicose (FJ e FA) e 

indivíduos controle.  Pudemos observar que células de pacientes com a FA 

apresentam maior expressão do RNAm para o fator de transcrição T-bet em 

comparação aos pacientes com a FJ e indivíduos controle, e maior expressão do 

RNAm para IFN- do que células de pacientes com a FJ (figuras 4.2 A e 4.2 B 

respectivamente). Em relação aos marcadores da resposta Th2, pudemos 

observar que as células dos pacientes com a FJ da PCM, apresentam maior 

expressão do fator de transcrição GATA-3 em comparação aos indivíduos controle 

e pacientes com a FA, enquanto a expressão do RNAm para IL-4 foi 

estatisticamente maior em relação aos indivíduos controle (figuras 4.2 C e 4.2 D 

respectivamente). Já em relação aos parâmetros relacionadas à resposta Th17 

(Rorc e IL-17), observamos que células de pacientes com a FA apresentaram uma 

maior expressão em relação aos outros grupos analisados (figura 4.2 E e 4.2 F). 



    

 

Também analisamos a expressão do RNAm do fator de transcrição necessário 

para a produção de IL-22 (Ahr) e observamos uma maior expressão em células 

dos dois grupos de pacientes em comparação ao grupo controle (figura 4.22G), 

entretanto não observamos diferenças estatísticas na expressão do RNAm para 

IL-22 (figura 4.22H). Para a produção de IL-9 é necessária a participação do fator 

de transcrição PU.1, a análise dos nossos resultados demonstrou que as células 

de pacientes de ambas as formas clínicas da PCM apresentaram uma maior 

expressão desse gene (figura 4.22I), embora não haja diferença na expressão do 

RNAm para IL-9 (figura 4.22J). Em relação ao fator de transcrição Foxp3 

(característico de células regulatórias), observamos expressão aumentada e 

similar nas duas formas da doença, em comparação aos indivíduos controle 

(figura 4.22K). Em relação ao RNAm para a citocinas supressoras IL-10 e TGF-, 

pudemos observar que o RNAm para IL-10 é mais expresso por células de 

pacientes (notadamente de pacientes com a FJ - figura 4.22L), o mesmo 

ocorrendo com o RNAm para TGF- (figura 4.22M). 
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Figura      (página anterior): Quantificação da expressão de citocinas 
associadas as respostas Th1, Th2, Th9 e Th17 em CMSP de pacientes com 
PCM (FA e FJ) e controles. (página anterior): Quantificação relativa da 
expressão do RNAm para Tbet (A), IFN- (B), GATA-  (C), IL-  (D), Rorc (E), IL-
   (F), Ahr (G), IL-   (H), PU.1 (I), IL-  (J), Foxp  (K), IL-   (L) e TGF- (M) por 
células mononucleares do sangue periférico não estimuladas de indivíduos com 
paracoccidioidomicose ativa (forma adulta – FA - n=10 e forma juvenil - FJ - n=10) 
e controles (C - n=10). Número de amostras 11 (n=11). Resultados expressos 
como média  SEM. Análise estatística: ANOVA com pós-teste de Tukey. * p ,   
- em relação ao grupo controle (C); # p ,   - em relação ao grupo FA.  
 

4.10. Análise da presença de linfócitos T CD3+CD4+ produtores de citocinas 

em células mononucleares do sangue periférico de pacientes com 

paracoccidioidomicose. 

 Após a realização dos experimentos descritos acima, decidimos analisar se 

havia diferenças nos fenótipos de produção de citocinas de células mononucleares 

do sangue periférico (CMSP) de pacientes com paracoccidioidomicose e 

indivíduos controle. Para isso, após a separação as CMSP foram estimuladas in 

vitro com beads recobertas com anticorpos anti-CD3, anti-CD28 e anti-CD2 por 3 

dias. Após esse período as células foram mantidas sem estímulo adicional ou 

reestimuladas com PMA + Ionóforo de cálcio por 6 horas. As culturas foram 

suplementadas com brefeldina A nas 6 últimas horas de cultura. 

 Os resultados demonstraram que CMSP de pacientes com a FA da PCM 

apresentam uma maior porcentagem de células produtoras de IFN- (figura     A) 

e de IL-17 (figura     B) quando comparadas aos demais grupos analisados (FJ e 

controles). Por outro lado, células de pacientes com a FJ da PCM, apresentam um 

número maior de células positivas para IL-  (figura     C). Também observamos 

que a porcentagem de células produtoras de IL-9 foi aumentada nos dois grupos 

de pacientes com paracoccidioidomicose, quando comparado aos indivíduos 



    

 

controle (figura     D). Em relação à produção de IL-22, observamos uma maior 

frequência de células produtoras dessa citocina no grupo de pacientes com a FA 

da doença (figura     E).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

CD3+
CD28

PM
A

CD3+
CD28

PM
A

CD3+
CD28

PM
A

0

10

20

30

40
C
FJ
FA

#
*

A

%
 d

e 
cé

lu
la

s
C

D
3+

C
D

4+
IF

N
- 

+

CD3+
CD28

PM
A

CD3+
CD28

PM
A

CD3+
CD28

PM
A

0

2

4

6 #
*FJ

FA

B C

%
 d

e 
cé

lu
la

s
C

D
3+

C
D

4+
IL

17
+

CD3+
CD28

PM
A

CD3+
CD28

PM
A

CD3+
CD28

PM
A

0

2

4

6

8

FJ
FA

C C
*

*

*
#

%
 d

e 
cé

lu
la

s
C

D
3+

C
D

4+
IL

4+

CD3+
CD28

PM
A

CD3+
CD28

PM
A

CD3+
CD28

PM
A

0

1

2

3

4 C
FJ

D

FA

%
 d

e 
cé

lu
la

s
C

D
3+

C
D

4+
IL

9+

*

*

*

CD3+
CD28

PM
A

CD3+
CD28

PM
A

CD3+
CD28

PM
A

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

*
C
FJ

E

FA

%
 d

e 
cé

lu
la

s
C

D
3+

C
D

4+
IL

22
+

#

*



    

 

Figura      (página anterior): Produção das citocinas IFN-γ, IL-17, IL-4, IL-9 e 
IL-22 por CMSPs de pacientes com PCM (FA e FJ) e controles: Análise por 
citometria de fluxo da porcentagem de células CD3+CD4+IFN-+ (A), CD3+CD4+IL-
  + (B), CD3+CD4+IL- + (C), CD3+CD4+IL- + (D) e CD3+CD4+IL-  + (E) de 
indivíduos com a FA ou a FJ da PCM ou indivíduos do grupo controle. As CMSP 
foram estimuladas por 3 dias com "beads" recobertas com anti-CD3, anti-CD28 e 
anti-CD2 (CD3+CD28) e após esse período reestimuladas com PMA + ionóforo de 
cálcio (50ng/mL e 250ng/mL - PMA). Número de amostras 10 (n=10). Resultados 
expressos como média  SEM. Análise estatística: ANOVA com pós-teste de 
Tukey. * p ,   - em relação ao grupo controle (C); # p ,   - em relação ao 
grupo FJ.  
 
  Além de observarmos o desenvolvimento de populações positivas apenas 

para uma citocina, pudemos observar a presença de células produtoras de mais 

de uma citocina (ver dot-plots representativos da análise na figura     ).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura     : Representação das populações duplo positivas para IFN-γ e IL-
17 em controles, indivíduos com a forma juvenil e com a forma adulta da 
doença. "Dot-plots" representativos da análise por citometria de fluxo da produção 
de IFN e IL17 por linfócitos T CD3+CD4+ cutivados por 3 dias com "beads" 
recobertas com anti-CD3, anti-CD28 e anti-CD2 (SE) e após esse período 
reestimuladas com PMA + ionóforo de cálcio (50ng/mL e 250ng/mL). A análise foi 
realizada com "gates" na região de linfócitos, em células CD3+CD4+. Pode-se 
observar que os estímulos levam a diferenciação de linfócitos produtores de 
apenas IL17 (P1), de apenas IFN- (P2) ou duplo positivos (P3).  
 

 Observamos um percentual significativamente maior de células duplamente 

marcadas para IFN- e IL-   em pacientes com a forma adulta da doença em 

Controle FJ FA 



    

 

comparação aos indivíduos controle ou pacientes com a forma juvenil (figura 

    A). Além disso, observamos também número aumentado de células IL-  +IL-

  +  e maior frequência de células produtoras das três citocinas IFN-γ+IL-  +IL-  + 

em pacientes com a forma adulta da doença em comparação aos outros grupos 

analisados (figura     B e     C respectivamente).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura     : Análise de populações duplo ou triplo positivas para IFN-γ, IL-17 
e IL-  : Análise por citometria de fluxo da porcentagem de células CD3+CD4+IFN-
+IL-  + (A), CD3+CD4+IL17+IL  + (B) e CD3+CD4+IFN-+IL17+IL  + (C) de 
indivíduos com a FA ou a FJ da PCM ou indivíduos do grupo controle. As células 
foram estimuladas por 3 dias com "beads" recobertas com anti-CD3, anti-CD28 e 
anti-CD2 (CD3+CD28) e após esse período reestimuladas com PMA + ionóforo de 
cálcio (50ng/mL e 250ng/mL - PMA). Número de amostras 10 (n=10). Resultados 
expressos como média  SEM. Análise estatística: ANOVA com pós-teste de 
Tukey. * p ,   - em relação ao grupo controle (C) submetido ao mesmo estímulo; 
# p ,   - em relação ao grupo FJ submetido ao mesmo estímulo. 
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 Além da análise por citometria de fluxo, também avaliamos a produção de 

citocinas nos sobrenadantes das culturas de CMSPs. Foram realizados os testes 

de ELISA para a quantificação da produção das citocinas IFN-, IL-  , IL-  , IL-9 e 

IL- . Não foi possível detectar produção de IL-4 nas amostras. Note que no ELISA 

os resultados da estimulação das células somente com as "beads" foi muitas 

vezes igual ao observado após o estímulo adicional com PMA, fato não observado 

na citometria de fluxo, isto provavelmente é devido ao acúmulo das citocinas nos 

sobrenadantes de cultura ao longo do período de estimulação (resultado que não 

pode ser observado pela citometria de fluxo).  

 Os resultados demonstraram que há uma grande produção de IFN- nas 

culturas de células dos controles ou pacientes com a forma adulta da doença tanto 

estimulados com PMA assim como nas amostras estimuladas somente com as 

beads, enquanto que as células de pacientes com a forma juvenil apresentaram 

baixa produção de IFN- (figura     A). Observamos também intensa produção de 

IL-17 por pacientes com a forma adulta da doença, contrastando com a baixa 

produção de IL-17 nos pacientes com a forma juvenil (figura     B). A IL-22 

também apresentou-se bastante aumentada em pacientes com a 

paracoccidioidomicose crônica em comparação aos controles ou pacientes com a 

forma juvenil (figura     C). A IL-9 parece ser produzida nas duas forma clínicas 

da doença com uma tendência maior nos pacientes juvenis (figura     D).  

 

 

 



    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura     : Análise das citocinas IFN-γ, IL-17, IL-22 e IL-9 produzidas nas 
culturas de CMSPs de pacientes com a forma juvenil ou adulta da PCM e 
indivíduos sadios: Dosagem por ELISA da produção de IFN- (A), IL-   (B), IL-
   (C) e IL-  (D) produzidas por CMSPs de indivíduos saudáveis (Controles), 
pacientes com a forma juvenil (FJ) e pacientes com a forma adulta (FA) da PCM. 
As células foram estimuladas por 3 dias com "beads" recobertas com anti-CD3, 
anti-CD28 e anti-CD2 (CD3+CD28) e após esse período reestimuladas com PMA 
+ ionóforo de cálcio (50ng/mL e 250ng/mL - PMA). Após esse periodo foi coletado 
o sobrenadante de cultura para a realização da técnica de ELISA. Número de 
amostras 9 (n=9). Análise estatística: ANOVA para amostras repetidas com pós-
teste de Tukey. * p ,   - em relação ao grupo controle (C) submetido ao mesmo 
estímulo; # p ,   - em relação ao grupo FJ submetido ao mesmo estímulo. 
 
 
 
4.11. Análise in situ de citocinas produzidas em lesões de pacientes com 

PCM 
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Em relação à expressão de IL-4, característica da resposta Th2, 

observamos que nas lesões de pacientes com a FJ (linfonodos) a marcação foi 

mais intensa (figura     A) quando comparada as lesões de mucosa oral (figura 

    B), que raramente apresentaram células positivas para esta citocina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura     : Análise da produção de IL-4 em lesões e linfonodos de 
pacientes com PCM através de imunoistoquímica: Cortes histológicos de 
linfonodo (A) e mucosa oral (B) de pacientes com PCM marcados com anti-IL-  
(células marcadas em marrom). Aumento 400X.  
 

A marcação para IL-17 foi mais intensa nas lesões de mucosa oral, tanto 

em células do infiltrado inflamatório como em células epiteliais (figura     B). Em 

alguns casos células gigantes também foram positivas. Nos linfonodos a 

marcação foi menor, ficando restrita às células gigantes e alguns linfócitos de 

permeio (figura     A).  
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Figura     : Análise da produção de IL-   em lesões e linfonodos de 
pacientes com PCM através de imunoistoquímica: - Cortes histológicos de 
linfonodo (A) e mucosa oral (B) de pacientes com PCM marcados com anti-IL-   
(células marcadas em marrom). Aumento 400X.  
 

A IL-22, citocina importante para a reposta Th17 mostrou-se bastante 

expressa nos linfonodos (figura     A) dos pacientes principalmente em células 

com morfologia de linfócitos, no entanto, a marcação foi mais intensa nas 

mucosas, nas quais encontramos a citocina tanto em linfócitos como em células 

gigantes (figura     B). 
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Figura     : Análise da produção de IL-22 em lesões e linfonodos de 
pacientes com PCM através de imunoistoquímica: Cortes histológicos de 
linfonodo (A) e mucosa oral (B) de pacientes com PCM marcados com anti-IL-   
(células marcadas em marrom). Aumento 400X.  
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5. DISCUSSÃO 

 Os dados obtidos em nosso trabalho demonstraram que células dendríticas 

derivadas de monócitos do sangue periférico se diferenciam em DCs 

fenotipicamente maduras (mDC) e funcionais na presença de leveduras do fungo 

P. brasiliensis, quando comparado com DCs que não receberam estímulo com as 

leveduras. Estas células passaram a expressar fenótipo característico de mDCs 

com aumento da expressão do CD83, CD80, CD86 e das moléculas de MHC de 

classe II.   

A maturação das DCs representa uma importante etapa para que as células 

sejam capazes de exercer sua função de APC. O CD83 foi descrito na literatura 

com um marcador específico de DCs humanas fenotipicamente competentes em 

conjunto com as moléculas coestimulatórias (CD80 e CD86), e moléculas de MHC 

de classe I e MHC de classe II. Estudos mostram que a expressão de CD83 em 

DCs aumenta durante a apresentação de antígenos e indução da proliferação de 

linfócitos T CD4+ produtores de IFN-     -    .  

Nossos resultados também revelaram que DCs estimuladas com as 

leveduras do fungo apresentaram uma diminuição da expressão tanto de CD1a 

como de CD209. A proteína CD1a é expressa em DCs humanas em seu estágio 

precoce de maturação. Estudos mostraram o envolvimento desta molécula na 

apresentação de antígenos de origem lipídica para linfócitos T e que o 

microambiente modula a sua expressão em mDCs CD11c+, induzindo a geração 

de DCs CD1a+ e CD1a-      . Outra importante molécula de superfície de DCs é o 

CD209 (DC-SIGN), descrito como um receptor de adesão específico de DCs 



    

 

mielóides diferenciadas in vitro a partir de monócitos CD14+ estimulados com GM-

CSF e IL-4, sendo capaz de controlar muitas das funções destas células durante a 

resposta imune. Atuando como um receptor de fagocitose o CD209 pode facilitar a 

internalização de alguns antígenos solúveis que são processados e apresentados 

aos linfócitos T. O CD209 também está envolvido na endocitose de fungos como 

leveduras de Candida albicans e conídios de Aspergillus fumigatus e 

Chrysosporium tropicum      . 

As células leveduriformes de P. brasiliensis também induzem o aumento da 

expressão das moléculas de MHC de classe II, assim como de CCR7. O CCR7 é 

um receptor de quimiocina expresso na superfície de DCs, que é adquirido 

durante o seu processo de maturação. A expressão de CCR7 permite a migração 

de DCs para os nódulos linfóides, onde ocorre a apresentação de antígenos para 

linfócitos T naive      .   

Posteriormente foi avaliada a expressão do RNAm para citocinas 

inflamatórias e anti-inflamatórias em DCs 18 horas após o estímulo com as 

leveduras do fungo. Os resultados revelaram que a estimulação das DCs com as 

leveduras do fungo induziu o aumento da expressão do RNAm para TNF-, IL- , 

IL-6, IL-12p35 e IL-23p19, citocinas importantes para a diferenciação de células 

Th1 e Th17. 

 As células Th17 se diferenciam a partir de células T naive somente em 

condições específicas, da mesma maneira que linfócitos Th1 e Th2. A 

diferenciação de células T nas diversas subpopulações é regulada principalmente 

pela presença de certas citocinas produzidas no ambiente onde ocorre a 

apresentação do antígeno, a interação dessas citocinas com seus receptores leva 



    

 

a sinalização intracelular específica, e posterior ativação de fatores de transcrição 

que são característicos de cada uma dessas subpopulações     . De maneira 

geral as células Th17 se diferenciam na presença de TGF- e IL-6, sendo que 

outras citocinas inflamatórias como IL-  (principalmente nos seres humanos) e 

TNF- podem ter efeitos adicionais    ,    -    . A presença de IL-23 e IL-2 

também parecem influenciar a diferenciação e sobrevivência das células Th17 

     . Nossos dados demonstraram que DCs estimuladas com células 

leveduriformes de P. brasiliensis aumentam a expressão do RNAm para todas 

essas citocinas, indicando um potencial para a produção das mesmas e 

consequentemente para a indução de uma resposta Th17 pelos linfócitos T. Os 

resultados obtidos pela análise da expressão gênica foi corroborado pelos 

experimentos com citometria de fluxo, nos quais pudemos observar que células 

dendríticas estimuladas com as células leveduriformes são capazes de produzir 

citocinas importantes para a diferenciação de linfócitos Th17. 

Na infecção experimental por C. albicans aparentemente há diferenças 

importantes no reconhecimento das células fúngicas pelas células dendríticas, 

enquanto as hifas induzem a produção de IL-23, o mesmo não ocorre com a forma 

de levedura, que por sua vez induz a produção de IL-       . Essa resposta 

diferencial frente às duas formas de C. albicans, provavelmente se deve ao 

reconhecimento desses patógenos por receptores específicos em células 

apresentadoras de antígeno (TLRs ou Dectina- )     . LeibundGut-Landmann et 

al. (2007) demonstraram que células dendríticas estimuladas com ligante 

específico de Dectina-  (Curdlan) são capazes de promover a diferenciação de 



    

 

células T “naive” em células Th    Por outro lado, Acosta-Rodriguez et al. (2007) 

demonstraram que células dendríticas estimuladas com LPS (ligante de TLR4) são 

pouco eficientes para a diferenciação de linfócitos Th17     .  

O reconhecimento de -(1,3) glucana pela Dectina-  é uma das principais 

vias de reconhecimento de fungos; e camundongos deficientes neste receptor são 

mais suscetíveis à infecção por C. albicans e Pneumocystis jiroveci     . As 

moléculas de TLR2 e TLR4 também estão envolvidas no reconhecimento de C. 

albicans, induzindo a produção de citocinas inflamatórias      . Recentemente 

demonstramos a participação do TLR-2, TLR-4 e Dectina-  no reconhecimento e 

internalização do P. brasiliensis por monócitos e neutrófilos humanos e ativação 

da resposta imunológica ao fungo     . As -(1,3) glucanas são reconhecidas por 

células do sistema imune inato (neutrófilos, macrófagos e DCs) portadoras de 

Dectina- , modulando assim a resposta imune do hospedeiro     . Este 

reconhecimento é fundamental para a imunidade anti-fúngica. Além do 

reconhecimento das -(1,3) glucanas, outros trabalhos mostraram que, em 

humanos, a Dectina-  pode funcionar como uma molécula coestimulatória para 

células T     . Diferente dos TLRs que induzem uma resposta Th1, a Dectina-  

induz a produção de IL-23 e IL-6 polarizando a resposta imune adaptativa para 

células Th17     . Alguns estudos mostraram que fungos patogênicos como 

Histoplasma capsulatum, portador de -( -   glucana em sua parede, induzem 

DCs, via Dectina- , a produzir IL-23 levando a diferenciação de linfócitos Th17. 

Nossos resultados demonstraram que a maior produção de IL-23 pelas DCs 



    

 

ocorreu após o estímulo com Curdlan (agonista de Dectina- ) e que o estímulo 

com as leveduras de P. brasiliensis também estimulam a produção de IL-    

 Os experimentos com coculturas de DCs e linfócitos também corroboram 

esses achados. Um dos resultados mais interessantes foi o de que o estímulo de 

DCs com células leveduriformes de P. brasiliensis levou a diferenciação de 

linfócitos T CD4+ produtores de grandes quantidades de IL-   e quantidades 

menores de IL-22, de maneira bastante similar àquela observada em relação ao 

estímulo com Curdlan (agonista específico para Dectina- ). Essa produção 

ocorreu em detrimento da  produção de IFN-. De modo diverso, o estímulo com 

agonistas específicos para TLR4 (LPS) e TLR2 (Pam3CSK4) levou a 

diferenciação de células produtoras de IFN- e de IFN- e IL-4, respectivamente. 

Esses resultados são fortes indícios de que o reconhecimento das células 

leveduriformes de P. brasiliensis pelas DCs se dá por meio da Dectina-1, em 

conjunto com o TLR2 e TLR4. Outro fator que pode corroborar essa hipótese, é a 

diminuição desses receptores na superfície de DCs estimuladas com o fungo, o 

que poderia ocorrer em função da internalização do receptor. Por outro lado, 

Acosta-Rodriguez et al. (2007) demonstraram que células dendríticas estimuladas 

com LPS (ligante de TLR4) são pouco eficientes para a diferenciação de linfócitos 

Th17     . Os TLRs de maneira geral (com exceção do TLR3) sinalizam via uma 

molécula adaptadora em comum (MyD88 – sendo que o TLR2 utiliza a molécula 

adaptadora MAL), enquanto que a Dectina-  sinaliza via Syk e Card-9, e essa 

ativação diferencial aparentemente leva a produção diferencial de citocinas. 

Resultados obtidos em modelo experimental demonstraram que a sinalização via 



    

 

MyD88 é importante para o desenvolvimento de populações Th1, Th2 e Th17 e 

para o influxo de células inflamatórias para o pulmão durante a infecção pulmonar 

pelo P. brasiliensis      . Nossos experimentos demonstraram que as células 

dendríticas aparentemente são capazes de reconhecer as células leveduriformes 

de P. brasiliensis por diferentes receptores uma vez que o estímulo com as 

leveduras levou à fosforilação de proteínas envolvidas tanto na sinalização por 

meio dos TLRs como pela Dectina- . Em especial ficou claro que a presença das 

células leveduriformes de P. brasiliensis (assim como o agonista de Dectina- ) 

leva a fosforilação de Syk e Akt, um sinal claro do envolvimento da Dectina-  no 

reconhecimento do fungo. Também pudemos notar que o estímulo com o Curdlan 

é o que apresentou o resultados mais similares ao estímulo com as leveduras de 

P. brasiliensis, tanto na indução de citocinas pelas células dendríticas como nas 

coculturas de linfócitos e DCs.  

 Os experimentos realizados com culturas de células dendríticas 

estimuladas com células leveduriformes de P. brasiliensis também mostraram que 

quando cocultivadas com linfócitos CD4+ as DCs levam a geração de duas 

populações produtoras de IL-17 distintas: uma produtora somente de IL-17 e outra 

duplo-positiva para IL-17 e IL-22. Esse perfil foi observado também nas células 

estimuladas com o agonista da Dectina-  mas não com LPS ou Pam3CSK4 

sugerindo que a diferenciação dessa população possa ser ao menos em parte 

dependente da interação via Dectina- . Resultados similares foram encontrados 

por Cheng et al.       que demonstraram que a geração de células Th17 na 

candidíase é dependente da via Dectina- /inflamassoma.  



    

 

 Dillon et al. (            observaram que a ligação do TLR-2 induz células 

dendríticas a produzirem IL-10 de forma abundante mas pouca IL-12 inibindo a 

diferenciação de células Th1 e promovendo células Th2. Contrariamente, quando 

as mesmas células dendríticas imaturas são estimuladas com ligantes para TLR-4 

ocorre maior produção de IL-12 e diferenciação de células TCD4+ de perfil Th1. 

Desta forma, fica claro que o reconhecimento inicial através de diferentes TLRs 

pode influenciar e direcionar a resposta imune adaptativa. Nossos resultados 

também comprovam esses achados, uma vez que o estímulo com LPS levou a 

uma grande indução de linfócitos produtores de IFN-, por outro lado o estímulo 

com Pam3CSK4 foi o que mais induziu a produção de IL-4, em paralelo com o 

estímulo com as células leveduriformes de P. brasiliensis.  

Também observamos que o estímulo de células dendríticas com o agonista 

de TLR2 e com leveduras de P. brasiliensis induziu a diferenciação de uma grande 

quantidade de linfócitos com fenótipo de células regulatórias (CD3+CD4+Foxp3+). 

Sutmuller et al  ( 006) demonstraram que o receptor do tipo Toll-2 (TLR-2) 

apresenta um papel de grande importância na indução de expansão e no controle 

das funções de células T regulatórias      . Na infecção experimental por C. 

albicans, foi demonstrado que a ausência do TLR-2 (nocaute) induz resistência à 

infecção pelo fungo, e que essa resistência pode ser associada à diminuição do 

número de células T regulatórias naturais e consequentemente da produção de IL-

        . Nosso grupo, recentemente demonstrou que pacientes com PCM ativa 

apresentam uma maior quantidade de células regulatórias na circulação periférica 

e que essas células regulatórias apresentam maior atividade supressora      . No 

modelo experimental da PCM Loures et al (      demonstraram que 



    

 

camundongos "knockout" para TLR2 apresentam resposta inflamatória 

descontrolada devido à diminuição no número de células T regulatórias, associada 

com um aumento da resposta Th17. Por outro lado, animais "knockout" para TLR4 

foram caracterizados por uma resposta inflamatória diminuída, associada à 

expansão do número de células regulatórias    ,    .  

Como mencionado anteriormente, além de manifestar-se sob diferentes 

formas clínicas (forma adulta e forma juvenil), a paracoccidioidomicose (PCM) 

pode ocorrer na forma de infecção assintomática em indivíduos que moram em 

regiões endêmicas e entram em contato com o fungo, mas não desenvolvem a 

doença. Essa condição é denominada paracoccidioidomicose-infecção (PCM-

infecção) e caracteriza-se pelo teste de HTT positivo a antígenos do fungo. Essas 

diferentes formas da paracoccidioidomicose se relacionam com o tipo de resposta 

imunológica desenvolvida após a infecção      . Diversas evidências têm 

apontado que a resposta envolvida na resistência ao P. brasiliensis é 

predominantemente Th1, enquanto que a suscetibilidade envolve uma resposta 

Th2      , fato observado tanto no modelo experimental   -   , como na doença 

humana    -   .  

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram a confirmação dos 

achados anteriores, bem como uma melhor definição do tipo de resposta imune 

presente nas diferentes formas clínicas da paracoccidioidomicose. Desse modo, 

observamos que os indivíduos com a FJ da paracoccidioidomicose se 

caracterizam por uma resposta predominantemente Th2. É interessante notar o 



    

 

caráter heterogêneo da resposta apresentada pelos indivíduos com a FA da PCM, 

que são capazes de produzir tanto citocinas Th1 e Th17, como citocinas Th2. 

Dentre as citocinas Th1 o IFN- é a que caracteriza essa população     , 

    . O IFN- desempenha um papel importante na ativação da resposta imune 

mediada por células, participando ativamente na resistência à infecção pelo P. 

brasiliensis    ,   ,    . Na paracoccidioidomicose o IFN- atua por meio da 

ativação de macrófagos, aumentando o seu metabolismo oxidativo, gerando assim 

intermediários reativos de oxigênio, como o H O     ,     , e de nitrogênio, 

principalmente o NO (óxido nítrico)     -    , favorecendo a destruição do P. 

brasiliensis. Em camundongos, a produção de NO pode estar relacionada tanto à 

suscetibilidade quanto à resistência à infecção pelo P. brasiliensis, sendo que a 

produção de quantidades elevadas desse mediador se relaciona à supressão da 

resposta imunológica observada nos camundongos suscetíveis, enquanto que 

níveis intermediários estariam relacionados à resistência      . Os dados obtidos 

no presente estudo demonstraram que, como descrito anteriormente     , a maior 

expressão do RNAm para IFN- foi detectada em indivíduos apresentando a FA da 

PCM. É interessante notar que o RNAm para o fator de transcrição responsável 

pela diferenciação de células Th1 (T-bet) encontra-se aumentado em células não 

estimuladas de pacientes com a FA, isso poderia explicar a maior produção do 

RNAm para IFN- (assim como da proteína) observada nesse grupo.  

A expressão do RNAm de IL-4 (citocina característica da resposta Th2) 

nos diversos grupos analisados mostrou que os pacientes com 

paracoccidioidomicose-doença (principalmente aqueles com a FJ) expressam 



    

 

precocemente grandes quantidades do RNAm para esta citocina, o que não ocorre 

com de controles normais. Também observamos que o fator de transcrição GATA-

3 também foi mais expresso pelas células do grupo de pacientes com a FJ, 

mesmo em células não estimuladas. Em trabalho anterior, obtivemos resultados 

semelhantes      e demonstramos que células de indivíduos com a FJ e a FA da 

paracoccidioidomicose apresentam maior produção de IL-4 após estimulação com 

antígenos do fungo     . A IL-4 é a citocina que caracteriza a resposta Th2 tem 

importante função na inibição da resposta Th1 e atua na resposta humoral, 

principalmente induzindo a produção de anticorpos das classes IgG4 e IgE      , 

caracteristicamente produzidos nas formas mais graves da paracoccidioidomicose 

   ,    .  

Camundongos suscetíveis à infecção pelo P. brasiliensis (B10.A) 

produzem quantidades elevadas de IL-4, ao lado de outras citocinas Th2 como IL-

5, IL-10 e TGF-    ,     . Pina et al  (            demonstraram que 

camundongos C57BL/6 deficientes na produção de IL-4 são mais resistentes à 

infecção pelo P. brasiliensis, demonstrando que a deficiência dessa citocina leva a 

um aumento da produção de IFN- e diminuição da carga fúngica nos pulmões dos 

camundongos, associado a uma diminuição da produção de IL-5 e IL-  . 

Paradoxalmente, camundongos da linhagem B.10, quando tratados com anti-IL-4, 

apresentaram um aumento da carga fúngica nos pulmões após a infecção, sem 

alteração aparente da produção de citocinas; enquanto que camundongos 

C57BL/6 recebendo o mesmo tratamento apresentaram o mesmo fenótipo dos 

camundongos deficientes em IL-       . Esses dados indicam que a IL-4 pode 



    

 

desempenhar um papel protetor ou prejudicial na resposta ao P. brasiliensis, 

dependendo de fatores genéticos do hospedeiro.  

Em relação à produção de IL-17, pudemos evidenciar que as células de 

pacientes com a FA produzem e secretam maiores quantidades de IL-17, do que 

os outros grupos analisados. Além disso, observamos que o fator de transcrição 

Rorγt (Rorc) é expresso em células dos pacientes com a FA não estimulada. Na 

paracoccidioidomicose ainda não existem trabalhos descrevendo o papel da IL-17 

e de citocinas relacionadas às células Th17, contudo em um trabalho recente, foi 

descrito que nas lesões de mucosa e pele de pacientes com a FA da PCM, existe 

um grande número de células produtoras dessa citocina      . Ainda, na infecção 

experimental com conídios de P. brasiliensis observou-se produção aumentada de 

IL-17 provavelmente por células Th17  que ocorreu em torno de quatro semanas 

após a infecção      .  

As células Th17 já foram descritas como de extrema importância para a 

resposta imunológica em doenças causadas por fungos    ,   -   . No modelo 

experimental da infecção causada pelo P. jirovecci, a produção de IL-17 e IL-23, 

foi descrita como sendo importante na resposta protetora contra a doença      . 

Na infecção experimental por H. capsulatum, Heninger et al (2006)       

demonstraram a presença de células produtoras de IFN-γ e IL-   no granuloma 

formado em resposta ao fungo e que a IL-17 é necessária para a sua formação. 

Na infecção pelo Cryptococcus neoformans, a presença de IL-23 e 

consequentemente de IL-17 foi relacionada à resistência à doença por meio da 

indução de citocinas inflamatórias como IL-1 e IL-      . Em relação à infecção por 



    

 

C. albicans, existem trabalhos com resultados contraditórios, alguns apontam para 

a participação dessas células na resistência, e outros na suscetibilidade à infecção 

   ,   ,    -    . Além disso um trabalho recentemente publicado demonstrou 

que o bakground genético do individuo pode influenciar na geração de diferentes 

moléculas da família da IL-17 levando a resistência ou susceptibilidade a infecção 

     . Em um trabalho publicado por Zelante et al. (2007), os autores também 

verificaram que a IL-17 é importante na suscetibilidade à infecção pelo A. 

fumigatus e C. albicans, sendo que nas duas infecções esta citocina induz o 

aumento da atividade inflamatória na resposta inicial, que em última instância 

resulta em uma resposta celular deficiente, e em uma atividade fungicida de 

neutrófilos bastante reduzida, mas induzindo aumento da produção de MMP-9, 

associada à destruição tecidual     . No modelo experimental da 

paracoccidioidomicose foi demonstrado que a infecção leva a um aumento da 

produção de MMP-9 e MMP-2 por células do infiltrado inflamatório, tanto em 

animais resistentes como em animais suscetíveis, sendo essa produção associada 

à disseminação do fungo      . Dessa forma a maior produção de IL-17 nos 

pacientes com a FA poderia explicar o grande número de número de neutrófilos 

presentes nas lesões, e a produção exacerbada de MMP-9 poderia ser associado 

à destruição tecidual observada nesse grupo de pacientes. 

Além disso, a presença de maior número de células Th17 na FA da PCM 

poderia explicar alguns fatos observados nesse grupo de pacientes que não são 

explicados pelo balanço Th1 e Th2. Células de pacientes com a forma adulta da 

doença quando estimuladas in vitro produzem quantidades elevadas de IL-



    

 

12p40/p70, detectadas tanto no sobrenadante de culturas     , como por 

citometria de fluxo     , não sendo observado, contudo, aumento na produção de 

IFN-γ     . Por outro lado, um estudo realizado para a detecção da IL-12p70 em 

sobrenadantes de culturas de células de pacientes demonstrou produção 

diminuída dessa citocina, bem como a diminuição de um dos componentes de seu 

receptor, a cadeia IL-12Rβ       . Essa aparente contradição, talvez possa ser 

explicada quando se leva em consideração as características da IL-12 e das 

citocinas que compõe essa família de moléculas      . A IL-12 biologicamente 

ativas (IL-12p70) é uma proteína heterodimérica composta pelas subunidades p40 

e a p35, e apresenta um receptor composto por duas subunidades: IL-12Rβ  e 

IL12-Rβ   A subunidade p40 é compartilhada com outra citocina a IL-23 

(composta das subunidades p40 e p19), citocina que também compartilha uma 

das subunidades do receptor da IL-12 (IL-12Rβ  em conjunto com a subunidade 

IL-23R)      . Devido a essa característica, os trabalhos que relatam a 

participação de IL-12 na resposta, tendo como base a detecção de IL-12p40 ou IL-

12p40/p70 devem ser analisados com cautela, e muitas vezes a sua reavaliação 

demonstra que algumas das ações creditadas a IL-12 na verdade são exercidas 

pela IL-        . A IL-23, assim como a IL-12, é produzida principalmente por 

células apresentadoras de antígeno (macrófagos e células dendríticas), apresenta 

atividades pró-inflamatórias, e inicialmente foi apontada como responsável pela 

indução da produção de outras citocinas pró-inflamatórias, em particular a IL-17 

por linfócitos T     ,     .   



    

 

Além das células Th1, Th2 e Th17, recentemente foram descritas novas 

subpopulações de linfócitos T CD4+ caracterizadas pela produção de citocinas 

específicas, demonstrando que essas células apresentam grande 

heterogeneidade. As células Th9 apresentam grande importância na produção de 

anticorpos, participando ativamente nessa função em conjunto com as células Th2 

   ,     . Na tuberculose humana, foi demonstrado que a presença de IL-9 leva a 

uma resposta imune celular deficiente, interferindo diretamente na produção de 

citocinas do tipo Th1      . Para a diferenciação de células produtoras de IL-9 é 

necessária a participação da IL-4, dessa forma, essa produção tardia poderia estar 

associada à produção da IL-4 pelas células dos pacientes. Essa citocina também 

poderia contribuir para a ativação policlonal dos linfócitos B, característica dos 

pacientes com PCM, particularmente naqueles com a FJ    ,    ,     . 

Em relação a IL-22, nossos resultados demonstraram uma maior produção 

do RNAm para essa citocina pelas células dos pacientes com PCM, 

independentemente da forma clínica, mas um pouco superior na FA. A IL-22 foi 

primeiramente associada às células Th17, mas recentemente foram descritas 

células capazes de produzir grandes quantidades de IL-22, sem contudo 

produzirem IL-17. A IL-22, é fundamental na defesa contra agentes bacterianos 

[  ,     e contra o fungo C. albicans     . 

Além das diferentes subpopulações de células efetoras, os linfócitos T 

também podem se diferenciar em células com atividade regulatória. Uma 

característica bem descrita da PCM é a depressão da resposta imunológica 

celular, evidenciada pela anergia ao HTT e a proliferação de linfócitos diminuída 



    

 

frente a antígenos do fungo, que têm sido apontada em estudos desde a década 

de 70     -    . Paralelamente, achados semelhantes foram feitos em modelo 

experimental no qual os animais apresentaram resposta imune celular prejudicada 

aos antígenos do fungo      , sendo que a transferência adotiva de células de 

linfonodo e baço de animais inoculados com P. brasiliensis, torna animais sadios 

pouco responsivos ao HTT      . Os mecanismos envolvidos nesta 

imunossupressão ainda não estão totalmente descritos, mas parecem relacionar-

se com o desequilíbrio no perfil de citocinas produzidas. Em trabalho recente, 

nosso grupo descreveu que em pacientes com PCM, existe um maior número de 

células regulatórias, que foram associadas à supressão observada nos pacientes 

     . Os dados obtidos, confirmaram esses achados prévios, com um maior 

expressão do RNAm para FoxP3 por células de pacientes com PCM, mesmo não 

estimuladas, que como mencionado também apresentaram a maior expressão do 

RNAm para IL-    A produção de IL-10 foi superior nas culturas de células de 

pacientes a doença, refletindo uma maior presença de células regulatórias nesses 

pacientes. Apesar de esses resultados parecerem contraditórios, diversos estudos 

recentes apontam para uma relação entre a presença de células regulatórias 

(consequentemente de FoxP3) e a diferenciação de células Th17, havendo 

portanto um balanço entre essas duas populações de linfócitos T     -    .  

Os resultados obtidos podem indicar que na paracoccidioidomicose 

humana, os diferentes padrões de resposta imunológica celular levam a diferentes 

manifestações clínicas da doença. Assim, tendo em vista os dados que obtivemos 

e dados anteriores publicados por nosso grupo, juntamente com os dados já pré-



    

 

estabelecidos na literatura, propomos um novo modelo para explicar as diferenças 

entre as formas da PCM (ver figura     - apêndice). A resistência apresentada 

pelos indivíduos com paracoccidioidomicose-infecção (indivíduos PI) seria 

mediada pelo predomínio de uma resposta Th1, responsável pela ativação de 

macrófagos, que são as células mais importantes na resistência à infecção [3,88]. 

As formas mais graves da doença caracterizadas por uma maior suscetibilidade 

apresentadas por indivíduos com a forma juvenil seriam mediadas por uma 

resposta Th2 / Th9, células responsáveis pela indução de uma resposta imune 

humoral, bem como, o aumento do número de eosinófilos [10,16]. Enquanto que 

as formas mais brandas, mas que apresentam resposta inflamatória crônica 

característica de pacientes com a forma adulta, apresentam um predomínio da 

resposta Th17, com participação importante de células Th1. A resposta Th17 

nesses pacientes, embora possa contribuir para a resistência parcial à infecção, 

poderia contribuir para a uma resposta inflamatória exacerbada, com a ativação de 

neutrófilos, levando a destruição tecidual observada nesse grupo de pacientes e, 

consequentemente a fibrose.  

 



    

 

 

CONCLUSÕES 



    

 

 

  



    

 

6. CONCLUSÕES 

 A partir dos resultados obtidos é possivel concluir que: 

- Células Dendríticas (DCs) derivadas de monócitos são capazes de reconhecer 

células leveduriformes de P. brasiliensis, e após esse reconhecimento são 

ativadas passando a expressar fenótipo de células maduras e a produzir citocinas 

importantes para a diferenciação de linfócitos T. 

- O reconhecimento das células leveduriformes pelas DCs envolve ao menos 

parcialmente as moléculas de Dectina-1 e TLR- . 

- DCs estimuladas com leveduras de P. brasiliensis são capazes de modular a 

diferenciação de células TCD3+CD4+  em células produtoras de IFN-, IL-17, IL-22, 

IL-4 e IL-   

- Pacientes com paracoccidioidomicose diferem quanto ao fenótipo dos linfócitos T 

presentes na circulação periférica. Pacientes com a forma juvenil apresentam 

predomínio de células Th2/Th9, enquanto que pacientes com FA apresentam uma 

resposta imunológica adaptativa mista, com predomínio de células Th17, mas com 

participação importante de células Th1 e Th2. 
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8. APÊNDICE 

8.1. Diferenciação e caracterização de células dendríticas a partir de    

monócitos (células CD14+) 

 Na figura abaixo pode ser visualizado o resultado representativo da cinética 

de diferenciação das células dendríticas, acompanhadas no dia 0 (monócitos 

separados das CMNs), e após 2 dias (D2) e   dias de cultura na presença de IL-4 

e GM-CSF. Um importante marcador para a análise de células dendríticas é a 

presença do CD14 que é característico de monócitos, mas que é pouco expresso 

em células dendríticas. Como é possível observar no histograma as células 

dendríticas apresentam diminuição da expressão do marcador CD14 ao longo do 

período de diferenciação e  baixa expressão após 5 dias de diferenciação. É 

possível observar aumento de expressão bastante acentuado dos marcadores de 

ativação CD80 e CD86 que estão relacionados a ativação celular das células 

apresentadoras de antígenos e que ligam-se ao CD28 dos linfócitos promovendo 

também a sua ativação, esses marcadores são bastante expressos por células 

dendríticas mas pouco expressos em monócitos. 

 O CD11c é atualmente considerado o marcador mais importante para 

células dendríticas de origem mielóide, os resultados abaixo apresentados 

mostram elevada expressão desse marcador em células dendríticas após 5 dias 

de cultura. Quanto aos marcadores de células dendríticas imaturas e que 

relacionam-se com o reconhecimento de padrões moleculares de patógenos como 

o TLR2, TLR4, dectina-  estes encontram-se aumentados nas células dendríticas 

diferenciadas in vitro como é possível observar nos histogramas da figura    . A 



    

 

expressão de CD205 (DC-SIGN) e CD209 que são marcadores relacionados a 

atividade de fagocitose também aumenta nas células dendríticas após a 

diferenciação (D5) em comparação aos monócitos (D0). Outro marcador 

importante é o HLDA-DR (MHCII) que é pouco expresso em monócitos mas que é 

fortemente expresso em células apresentadoras de antígenos. Também na 

diferenciação aqui apresentada é possível verificar que ocorre aumento 

substancial na expressão de HLA-DR em células dendríticas diferenciadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





    

 

Figura     (página anterior): “Dot-plots” representativos da análise por citometria 
de fluxo da distribuição por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) da cinética de 
diferenciação de monócitos do sangue periférico em células dendríticas 
(D0=monócitos, D2 e D5 = culturas estimuladas com GM-CSF e IL-4 por dois e 
cinco dias respectivamente). Histogramas representativos da marcação de 
superfície com anticorpos anti-CD14 (FITC), DEC205 (PE-Cy7), CD209 (PE), 
CD11b (APC-Cy7), CD11c (PercP-Cy5), CD1a (PE-Cy7), CCR7 (APC), CD80 (PE-
Cy7), CD83 (PE), CD86 (FITC), MHC de classe II (APC-Cy7), TLR-2 (FITC), TLR-
4 (APC) e dectina-1(PE). Os histogramas foram gerados a partir dos gates (gate 1 
= D0, gate 2 = D2 e gate 3 = D5) destacados nos “dot-plots”  Os números nos 
gráficos representam a porcentagem de células em cada gate. 

  



    

 

8.2. Modelo proposto com os diferentes tipos de resposta imunológica 

observados nas diferentes formas da PCM humana 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

 

Figura     (página anterior): Modelo proposto para explicar as diferentes 
respostas imunológicas observadas nas formas clínicas da Paracoccidioidomicose 
humana. As diferentes formas da PCM humana apresentam diferenças na 
resposta imunológica desenvolvida na infecção pelo P. brasiliensis. A 
Paracoccidioidomicose-infecção (PCM-infecção) poderia ser caracterizada pelo 
predomínio da resposta Th1 com a produção de IFN-γ, o qual seria responsável 
pela ativação de macrófagos (macrófagos inflamatórios – M1) importante para a 
resistência à infecção. A forma aguda/juvenil poderia ser descrita como o polo de 
susceptibilidade da doença, apresentando uma resposta imunológica 
predominantemente humoral com ativação de células Th2 (produtoras de IL-4 e IL-
   e células Th9 (produtoras de IL -9 e IL-21). A IL-4 e IL-9 seriam responsáveis 
pela indução da produção de anticorpos pelos linfócitos B (IgG4 e IgE). A IL-5 
seria responsável pela produção e ativação de eosinófilos. Além disso, a IL-4 
poderia contribuir para a inibição da função de macrófagos ou para a diferenciação 
da ativação alternativa dos macrófagos (M2), levando à susceptibilidade a 
infecção. A produção de IL-27 nesse grupo de pacientes poderia estar relacionada 
à diferenciação de células Tr1 e a inibição da resposta Th17. A forma 
crônica/adulta apresenta uma resposta mista, com uma resposta predominante 
Th17 e Th22 (a última não se sabe ao certo se deriva diretamente de células T 
naive ou se diferencia a partir de células Th17), mas com a contribuição das 
resposta Th1 e Th2/Th9. Nesse grupo, a presença de células iTreg poderia estar 
relacionada ao controle da resposta inflamatória, mas ao mesmo tempo 
contribuiria para a inibição da ativação dos macrófagos. Essa resposta mista se 
por um lado contribuiria para uma resistência parcial a infecção, por outro poderia 
induzir uma resposta inflamatória exacerbada, com ativação de neutrófilos, os 
quais podem levar ao dano tecidual, e posteriormente a fibrose frequentemente 
observada na maioria dos pacientes com essa forma da doença.  

 

 

 

 

 

 

  



    

 

 

 

 

 


