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RESUMO 

 

     Diversos dados na literatura têm demonstrado a participação de linfócitos B-1 em 

diferentes fenômenos imunológicos, tanto na resposta imune inata quanto na 

resposta imune adaptativa. Para melhor entendermos a ativação da resposta imune 

eficaz contra fungos patogênicos, pesquisamos a interação entre os linfócitos B-1 e 

o Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis), uma vez que este expressa 

moléculas antigênicas que podem ser reconhecidas pelo sistema imune. Utilizamos 

preparação antigênica do P. brasiliensis obtida de sua superfície leveduriforme 

denominada de CFA (antígeno livre da parede do fungo) e células leveduriforme do 

fungo. Observou-se que a maioria das células do sobrenadante da cultura celular de 

4 dias de células totais aderentes peritoneais eram constituídos por linfócitos B-1; 

estas células expressam altos níveis de MHC-II (100%) e CD80 (90%). Contudo, não 

houve expressão significativa da molécula co-estimuladora CD86. Pela análise 

fenotípica, os linfócitos B-1 podem atuar como células apresentadoras de antígeno 

pois expressam CD80, CD86 e MHC-II; então realizamos o ensaio de proliferação 

celular utilizando linfócitos B-1 como células apresentadoras de antígenos e 

observamos proliferação celular de linfócitos TCD4+ significativa. Em relação às 

citocinas, analisamos a secreção de IL-10 e TNF-α do sobrenadante da cultura de 

linfócitos B-1 sem nenhum estímulo e observamos que estas células secretam tanto 

IL-10 quanto TNF-α; após estímulo de CFA, os valores aumentam significantemente. 

Analisamos a expressão de TLR-2, TLR-4, MyD88 e IL-10, por RT-PCR, dos 

linfócitos B-1 na presença de CFA. Encontramos expressão de TLR-2, MyD88 e IL-

10 nas células com e sem estímulo. Analisamos a migração dos linfócitos B-1 da 

cavidade peritoneal de camundongos BALB/c após estímulo intraperitoneal (ip) com 

leveduras de P.b. Decorridas 5 horas, foi observada grande diminuição dos linfócitos 

B-1 na cavidade peritoneal, que permanecia por 24 horas e 7 dias pós-infecção. 

Para melhor compreendermos a migração dos linfócitos B-1, foram utilizados 

camundongos CBA/N Xid (desprovidos de linfócitos B-1), cujo o peritônio foi 

reconstituído com linfócitos B-1, sendo infectados ip com leveduras de P brasiliensis. 

Os resultados demonstram que, após a infecção, os linfócitos B-1 migram da 

cavidade peritoneal para o baço. Também, observou-se aumento no número de 

células T com fenótipo de célula regulatória (CD4+CD25+Foxp3+). Nossos resultados 

sugerem que a elevada produção de IL-10 por células B-1, mediada provavelmente 

 



 

pela ligação de TLR-2, juntamente com a capacidade dos linfócitos B-1 em ativar 

linfócitos T, com a capacidade de migrar do peritônio para o baço e ativar células T 

regulatórias, poderia favorecer a sobrevivência do fungo no hospedeiro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis. Linfócitos B-1. Migração. Células T 

regulatórias. 

 



 

ABSTRACT 

Innumerous data published in the literature have shown the involvement of B-1 cells 

in different immunological phenomena, both in the innate immnune response and the 

adaptive immune response. To better understand the activation of effective immune 

response against pathogenic fungi, we researched the interaction between B-1 cells 

and Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis), since it expresses that antigenic 

molecules can be recognized by the immune system. We used antigenic preparation 

of P. brasiliensis obtained from the surface of yeast called CFA (cell free antigen) 

and yeast cells of the fungus. It was observed that most cells in the cell culture 

supernatant 4 days of total adherent peritoneal cells consisted of B-1 cells, these 

cells express high levels of MHC-II (100%) and CD80 (90%). However, no significant 

expression of co-stimulatory molecule CD86 was observed. After phenotypic 

analysis, the cells B-1 can act as anyigen-presenting cells because they express 

C80, CD86 and MHC-II, then realized proliferation assay using  B-1 cells as antigen 

presenting cells inducing was performed, and our results showed the significant 

proliferation of CD4 T cells. Regarding cytokines, we analyzed the secretion of IL-10 

and TNF-α in culture supernatant of B-1 cells without stimulation and found that 

these cells secrete both IL-10 and TNF-α, after stimulation of CFA. We analyzed the 

expression of TLR-2, TLR-4, MyD88 and IL-10 by RT-PCR, of the B-1 cells in the 

presence of CFA. We found expression of TLR-2, MyD88 and IL-10 cells with and 

without stimulus. We analyzed the migration of peritoneal B-1 cells after 

intraperitoneal (ip) infection with yeast from P. brasiliensis. After 5 hours, high 

decrease of B-1 cells in the peritoneal cavity was observed, which remained for 24 

hours and 7 days post-infection. To better understand the migration of B-1 cells, we 

used mice CBA/N Xid (destitute of B-1 cells), reconstituted with B-1 cells, and  

infected with yeast P. brasiliensis. The results show that after the infection, the B-1 

cells migrate from the peritoneal cavity to the spleen. Also, there was an increase in 

the number of T cells with regulatory cell phenotype (CD4+CD25+Foxp3+). Our results 

suggest that high production of IL-10 by B-1 cells, probably mediated by the binding 

of TLR-2, along with the ability of B-1 cells in activating T lymphocytes, with the ability 

to migrate from the peritoneum to the spleen and activate T regulatory  cells, could 

favor the survival of the fungus in the host. 

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis.  B-1 cells . Migration. T regulatory cell.                             
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1. INTRODUÇÃO 
 
     A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose profunda, de natureza 

granulomatosa, que compromete preferencialmente o tecido pulmonar, o sistema 

linfático, o tecido mucocutâneo e, por contiguidade, qualquer outro órgão (WANKLE 

& LONDERO, 1994). 

     A PCM foi descrita pela primeira vez em 1908 por Adolpho Lutz, em pacientes 

que apresentavam lesões na mucosa oral. Posteriormente, em 1912, Splendore 

consegue isolar o fungo causador da doença descrita por Lutz, denominando-o de 

Zimonema brasiliensis. Desde então, esta patologia recebeu várias denominações, 

entre elas “blastomicose brasileira” e, logo em seguida, “Blastomicose sul-

americana”, pois foram relatados casos isolados em outros países da América do 

Sul. Somente em 1930, Almeida cria um novo gênero dentro do reino Fungi − o 

Paracoccidioides, oficializando o nome do agente causador da PCM como 

Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis), nome utilizado até os dias de hoje. 

     Segundo Lacaz (2002), a posição sistemática do P. brasiliensis é: 

          Reino    Fungi 

          Filo ou Divisão   Eumycota 

          Subdivisão   Deuteromycotina 

          Classe     Hyphomycetes 

          Ordem    Moniliales 

          Família    Moniliaceae 

          Gênero    Paracoccidioides 

          Espécie    brasiliensis 

     O P. brasiliensis é um fungo dimórfico; as condições que favorecem o seu 

dimorfismo seriam variações térmicas (MACKINNON, 1960; NEGRONI, 1968; 
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BORELLI, 1972; RESTREPO, 1985). Em relação às características morfológicas, o 

fungo se apresenta sob a forma de levedura, quando cultivado a 37ºC, ou em vida 

parasitária. No exame direto, pode-se verificar a presença de células ovaladas (com 

1-30μm de diâmetro) ou multibrotantes, com aspecto de “roda de leme”. Em vida 

saprofítica, ou quando cultivado a 25ºC, o P. brasiliensis apresenta-se sob a forma 

de micélio, com hifas hialinas delgadas e septadas (LACAZ et al., 1991). 

     Geograficamente, a doença está restrita a países da América Latina. Porém, a 

prevalência da micose distribui-se em áreas endêmicas como: Brasil, Argentina, 

Venezuela e Colômbia (FRANCO et al., 1987; RESTREPO, 1990), sendo a micose 

sistêmica mais comum no Brasil (WALKE & LONDERO, 1994). 

      Coutinho et al. (2002) publicaram um estudo sobre 3.181 óbitos por PCM 

ocorridos no Brasil entre 1980 e 1995. Neste período, a micose destacou-se como a 

oitava causa de mortalidade por doença predominantemente crônica, entre as 

patologias infecciosas e parasitárias, e a mais elevada taxa de mortalidade entre as 

micoses sistêmicas. A taxa média de mortalidade anual foi de 1,45 casos por milhão 

de habitantes. A região Sul apresentou a maior taxa regional, enquanto o Sudeste 

apresentou tendência à queda. A região Centro-Oeste apresentou o segundo 

coeficiente mais elevado do país, com tendência de ascensão. A doença prevaleceu 

como endêmica nas áreas rurais e a taxa de mortalidade predominou em indivíduos 

do sexo masculino. Um dado mais recente da literatura, mostrou que a doença 

ocupa o décimo lugar dentre as doenças infecciosas crônicas que mais matam no 

Brasil (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; PRADO et al., 2009). Embora sejam 

necessários estudos mais acurados para se definir a origem urbana da micose, tem-

se notado que sua presença nessas áreas é devida à migração de indivíduos 

infectados das áreas rurais que adoecem nos grandes centros, onde são 
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diagnosticados. Estima-se que aproximadamente 10 milhões de pessoas foram 

infectadas e que mais de 2% delas poderão desenvolver a doença (WANKLE & 

LONDERO, 1994). A progressão da infecção fúngica causada por P. brasiliensis é 

mais comum nos homens com idade entre 30 e 60 anos, na proporção de 13 

homens para 1 mulher em áreas endêmicas (LACAZ et al., 1994). 

     A suspeita de que a proteção nas mulheres fosse devida à influência hormonal foi 

apoiada pela observação de que a transformação do micélio (infectante) para a 

forma de levedura (doença) era inibida pelo hormônio 17-β estradiol. O mecanismo 

pelo qual o 17-β estradiol atua no P. brasiliensis seria o bloqueio da síntese de 

proteínas que se expressam durante a transformação da fase de micélio para 

levedura; deste modo, o estrógeno pode interferir na patogenicidade do fungo 

(LOOSE et al., 1983).  

     O habitat natural do agente etiológico é exógeno ao ser humano; no entanto, 

ainda permanece pouco conhecido (RESTREPO, 1985). Estudos relatam o 

isolamento do fungo a partir de amostras do solo, sugerindo que este é o mais 

provável nicho ecológico do parasita (ALBORNOZ, 1971; NEGRONI, 1966; SILVA-

VERGARA & MARTINEZ, 1990; RESTREPO et al., 2001). Também encontramos 

relatos de que o fungo tenha sido isolado de fezes de pinguim (GARCIA et al., 1993) 

e de ração de cachorro (FERREIRA et al., 1990) além do solo (ALBORNOZ, 1971; 

SILVA-VERGARA et al., 1998). 

     No hospedeiro humano, acredita-se que o fungo penetre pelas vias aéreas 

superiores, pela inalação de conídios, provocando um complexo primário pulmonar. 

Estas lesões podem regredir, com destruição do fungo, ou progredir, disseminando 

pela via linfática ou hematogênica para outros órgãos (RESTREPO & MONCADA, 

1972). Acredita-se que os conídios e não fragmentos miceliais sejam os propágulos 
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infectantes naturais (SALAZAR et al., 1988). O papel do conídio como agente 

infectante é sugerido pelo seu tamanho reduzido (3,5 a 5 μm), que é compatível com 

a formação de aerosol e deposição alveolar.  

     Uma vez que o sistema imune entra em contato com o fungo, vários fatores 

podem ser coadjuvantes no mecanismo de manifestação da PCM, dentre eles: 

carência alimentar protéica, susceptibilidade genética ao fungo, fadiga, alcoolismo, 

tabagismo, doenças de base concomitantes, clima, etc (RESTREPO & MONCADA, 

1972). Após a inalação de propágulos infectantes, há formação de complexo 

primário pulmonar, com possível disseminação por via linfática e hematogênica de 

leveduras para diversos focos em outros órgãos e sistemas (FRANCO et al., 1987; 

GIRALDO et al., 1976). A progressão da infecção para a doença depende do 

tamanho do inóculo, características de patogenicidade e virulência do fungo, bem 

como da qualidade e da integridade do sistema imunológico do hospedeiro e, 

possivelmente, de fatores genéticos (Revisado por BRUMMER et al., 1993). 

     A classificação clínica da PCM compreende a PCM-infecção e a PCM-doença 

(FRANCO et al., 1987). Em pacientes com PCM-infecção, a resposta imunológica 

apresenta-se satisfatória e o desenvolvimento do foco infeccioso é contido, embora 

ocorra o desenvolvimento de uma resposta imune específica, evidenciada pelo teste 

intradérmico com paracoccidioidina (LACAZ et al., 1959). Grande parte dos 

indivíduos que entram em contato com o fungo consegue manter a infecção e não 

desenvolver a doença. Este fato é evidenciado pela alta taxa de moradores de áreas 

endêmicas que apresentam teste cutâneo de hipersensibilidade do tipo tardia (HTT) 

positivo para antígenos do fungo, mas não apresentam qualquer sintoma da doença 

(BETHLEM et al., 1999). Nesta situação, lesões fibróticas são formadas no pulmão 

(complexo primário pulmonar) ou em tecidos mucocutâneos e o foco infeccioso pode 
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desaparecer (FRANCO et al., 1987). Nestes locais, o fungo permanece em latência, 

portanto viável. Após período prolongado de tempo, em decorrência do desequilíbrio 

na relação parasita-hospedeiro, a infecção pode progredir para PCM-doença 

(FRANCO et al., 1987). 

     A PCM tem muitas características clínica, e logo que se estabelece pode 

apresentar-se clinicamente de diferentes maneiras, com grande potencial para 

disseminar-se, dependendo da competência do sistema imune do hospedeiro, do 

balanço hormonal e da idade. Duas principais formas clínicas da doença são 

reconhecidas: a forma tipo aguda ou subaguda (tipo juvenil) e a forma crônica (tipo 

adulta) (LONDERO & RAMOS, 1990; Revisado por BRUMMER et al., 1993). 

     A forma clínica tipo aguda ou subaguda (tipo juvenil) da doença apresenta 

disseminação sistêmica, com hipertrofia do baço, fígado, linfonodos e alteração da 

medula óssea. Esta forma clínica representa cerca de 3 a 5 % dos casos, sendo 

mais frequente em jovens de ambos os sexos (FRANCO et al., 1989; Revisado por 

BRUMMER et al., 1993). Estudos histopatológicos mostram a presença de processo 

inflamatório inespecífico, com granulomas frouxos, pouco organizados, contendo 

numerosos fungos viáveis (FRANCO, 1987). 

     Pacientes que apresentam a forma aguda ou subaguda da doença pertencem ao 

pólo anérgico ou negativo da PCM (LACAZ et al., 1982). Geralmente, suas 

respostas imunes mediadas por células estão severamente deprimidas, ao passo 

que a resposta imune humoral é mantida com alto título de anticorpos, tanto 

específicos quanto inespecíficos, pois a ativação é policlonal de células B. A 

histopatologia revela a infiltração de macrófagos nos tecidos, com grande número de 

células leveduriformes multibrotantes de P. brasiliensis, com ou sem formações de 

granuloma (FRANCO et al., 1987). Os pacientes apresentam predomínio de 
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citocinas do padrão Th2, eosinofilia e resposta imune celular suprimida (MOTA et al., 

1985; BENARD et al., 1997).  

     A forma crônica (tipo adulta) da PCM representa a maioria dos casos e é 

frequente em indivíduos do sexo masculino na faixa entre 30 e 60 anos. Esta forma 

é caracterizada por apresentar evolução lenta e manifestações pulmonares 

evidentes em 90% dos adultos, sendo que em 25% dos casos os doentes 

apresentam lesões restritas aos pulmões (forma unifocal). Em outros casos, os 

doentes podem apresentar forma disseminada da doença com comprometimento 

principalmente das mucosas, da pele e dos linfonodos (forma multifocal) (Revisado 

por BRUMMER et al., 1993). Pacientes com a forma crônica ou adulta menos grave 

apresentam níveis elevados de citocinas do padrão Th1 (IFN-γ), sugerindo certo 

controle da infecção e doença menos grave (BAIDA et al., 1999). 

     Diferentes graus de depressão da resposta imune celular dos pacientes são 

associados com as diferentes formas clínicas da PCM (MOTA et al., 1985; FRANCO 

et al., 1987). 

     Do ponto de vista da resposta imunológica, os pacientes 

paracoccidioidomicóticos têm sido classificados em duas formas polares (LACAZ et 

al, 1982): 

1) um pólo hiperérgico, que se apresenta como uma forma benigna da doença, 

apresentando lesões mais restritas, na qual a infecção é localizada, o hospedeiro 

apresenta resposta  imune celular preservada, baixos títulos de anticorpos. Os 

achados histopatológicos mostram a formação de granulomas epitelióides 

compactos contendo poucos fungos; 

2) um pólo anérgico, que se apresenta como uma forma maligna da micose, com 

disseminação da infecção, resposta celular deprimida e altos níveis de anticorpos 
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específicos. Os achados histopatológicos, apresentam áreas de inflamação 

granulomatosa mista (frouxa e supurativa) com extensas áreas de necrose e 

abundantes células do fungo.  

     O P. brasiliensis pode ser isolado de várias fontes, tais como: escarro, aspirado 

brônquico ou lavado broncoalveolar, material granulomatoso da base de úlceras, 

crostas ou material de suas extremidades, pus dos linfonodos, LCR (líquor), medula 

óssea ou aspirados de linfonodos ou amostras de biópsias (Revisado por 

BRUMMER et al., 1993). 

     O exame direto das amostras biológicas com KOH a 10% pode evidenciar os 

elementos fúngicos (LACAZ, 1994b; Revisado por BRUMMER et al., 1993), nas 

quais o tamanho e a gemulação múltipla distinguem P. brasiliensis de fungos de 

outras micoses sistêmicas, proporcionando especificidade satisfatória para o 

diagnóstico micológico direto (SIDRIM, 2004).  

     A demonstração do P. brasiliensis em preparações a fresco, com ou sem 

corantes, não oferece dificuldade, pois o microrganismo se apresenta com sua 

morfologia característica (LACAZ, 2002). O diagnóstico da PCM baseia-se no 

achado de leveduras com múltiplos brotamentos, birrefringentes, características do 

P. brasiliensis, no material clínico e no seu isolamento em cultura (Revisado por 

BRUMMER et al., 1993). Quando os órgãos internos são atingidos, os testes 

sorológicos são muito importantes para o diagnóstico rápido da PCM (BLUMER et 

al., 1984). Um dos testes mais utilizados na identificação do P. brasiliensis é o da 

imunodifusão em gel de ágar (YARZABAL, 1971; NEGRONI et al., 1976; CAMARGO 

et al., 1988). 

     Com o intuito de estudar as diferenças entre as duas principais formas clínicas da 

PCM do ponto de vista imunológico, um modelo experimental foi proposto baseado 
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em linhagens murinas geneticamente resistentes ou susceptíveis. Neste modelo, 

proposto por Calich et al. (1985), camundongos da linhagem B10.A mostraram-se 

susceptíveis à infecção por P. brasiliensis e, portanto, correspondem, no modelo 

humano, à forma aguda, severa da doença. Já os camundongos A/Sn ou A/J são 

considerados resistentes e representam a forma crônica. A resposta imune a 

antígenos do fungo foi estudada neste modelo experimental e os resultados 

mostraram que os animais resistentes apresentavam imunidade celular 

aparentemente normal, ou seja, com presença de macrófagos ativados durante todo 

o processo infeccioso e com poucas lesões teciduais. Por outro lado, os animais 

susceptíveis mostraram depressão da resposta celular, altos níveis de anticorpo 

anti-P. brasiliensis e comprometimento de vários órgãos (CALICH et al., 1988). 

     Neste modelo experimental de PCM, a resistência à infecção em camundongos 

A/Sn está relacionada com a produção de níveis elevados de IFN-γ no decorrer da 

infecção, padrão este compatível com uma resposta do tipo Th1. A susceptibilidade 

de camundongos B10.A está relacionada com a baixa produção de IL-2 e IFN-γ no 

início da infecção, seguida de produção elevada de IL-5, IL-10 e TNF-α, padrão 

característico de uma resposta do tipo Th2 (Revisado por CALICH & KASHINO, 

1998). 

      O P. brasiliensis sintetiza diversas substâncias, como polissacarídeos, proteínas, 

polipeptídeos, lipídeos e glicoproteínas, que reúnem características físico-químicas e 

biológicas para atuarem como antígenos. Estudos de imunoprecipitação com soros 

de pacientes com PCM demonstraram que apenas a glicoproteína com 43 kDa 

(gp43) era imunorreativa por 100% dos soros de PCM e não reagia com soros 

normais (PUCCIA & TRAVASSOS, 1991). Posteriormente, verificou-se que a gp43 

era o principal componente antigênico presente nas frações anteriormente descritas 
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por Restrepo e Moncada (1974) e Yarzabal et al. (1977). Desde então, este 

componente antigênico do fungo, considerado um marcador sorológico da PCM, 

vem sendo utilizado no sentido de aumentar a especificidade e a sensibilidade dos 

testes sorológicos (CAMARGO et al., 1994). Títulos de anticorpos anti-gp43 têm sido 

usados para monitorar a resposta de pacientes ao tratamento. A titulação de 

anticorpos é utilizada como parâmetro para avaliar a terapêutica e determinar o 

prognóstico da doença. O aumento dos níveis de anticorpos está correlacionado à 

severidade da doença (BIAGIONI et al., 1984). 

     A ativação de uma resposta imunológica é consequência de uma série de 

interações envolvendo diferentes tipos celulares. Para que ocorra uma resposta 

mediada por linfócitos T, é necessário que estes interajam com células 

apresentadoras de antígenos (APC) (células dendríticas, linfócitos B e macrófagos), 

proliferem e se diferenciem em células efetoras, pois, embora os linfócitos T 

reconheçam antígenos com alta especificidade, não são capazes de iniciar uma 

resposta imune (Th1/Th2) (STEINMAN, 1991; BANCHEREAU et al., 2000; 

LANZAVECCHIA & SALLUTO, 2001). 

     É importante salientar que uma resposta imune celular efetiva envolve ativação 

da célula T através de dois sinais: o primeiro, que se relaciona ao reconhecimento 

do peptídeo antigênico no contexto do Complexo Principal de Histocompatibilidade 

pelo receptor da célula T, e o segundo sinal, também denominado coestimulação, 

que se relaciona a várias moléculas presentes na superfície da célula apresentadora 

de antígeno (molécula B7), interagindo com correceptores da célula T (CD28 e 

CTLA-4) (DUBEY et al., 1995; SWAIN et al., 1999). Está estabelecido que, para se 

ter ativação de células T, é importante que ocorra uma interação entre TCR-
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MHC/peptídio, além dos sinais co-estimuladores fornecidos pelas moléculas 

CD80/CD86 (LENSCHOW et al., 1996). 

     O desenvolvimento predominante de uma população de células T (Th1 ou Th2) 

durante uma infecção é extremamente importante, pois certos patógenos são mais 

efetivamente controlados por uma resposta do tipo celular (Th1) e outros mais 

efetivamente controlados por uma resposta do tipo humoral (Th2) (SHER & 

COFFMAN, 1992).   

     As células Th podem se diferenciar em diversos tipos de células efetoras Th1, 

Th2 e Th17. Estas células são caracterizadas pela produção de citocinas. As células 

que modulam uma resposta preferencialmente do tipo Th1 secretam IFN-γ e ativam 

macrófagos e outros tipos celulares contra patógenos intracelulares. As células Th2 

secretam IL-4, IL-5 e IL-13 (STETSON et al., 2004). As células Th17 secretam IL-17 

e estão envolvidas na proteção contra bactérias extracelulares e fungos 

(LEIBUNDGUT-LANDMANN et al., 2007). 

     A detecção específica de microrganismos por células da imunidade inata é 

mediada por receptores de reconhecimento de padrão (PRR − pattern recognition 

receptor), que reconhecem estruturas microbianas denominadas de padrões 

moleculares associados à patógenos (PAMP – pathogen-associated molecular 

pattern). Os receptores do tipo toll (TLR − Toll-like receptor), são essenciais PRR 

que reconhecem estruturas microbianas, medeiam a resposta inflamatória e também 

regulam a resposta adaptativa (TAKEDA et al., 2003; WEST et al., 2006). 

Componentes estruturais altamente conservados presentes na parede das células 

fúngicas, como β-glucanas, quitina e manana, são críticos para o crescimento e a 

sobrevivência dos fungos e constituem PAMP ideais, reconhecidos por TLR 

expressos em fagócitos e células dendríticas. 
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      Dados recentes da literatura demonstram o envolvimento de TLR com a síntese 

de algumas citocinas na resposta imune inata. A ativação desta resposta mediada 

pelo reconhecimento, via TLR, representa uma interação entre as respostas do 

sistema imune inato e adquirido, através da resposta de células T “auxiliares”. O 

reconhecimento de microrganismos por TLR2 medeia sinais que preferencialmente 

induzem polarização para Th2; entretanto, a ativação de TLR4 leva principalmente à 

proliferação de células Th1 (RE & STROMINGER, 2001). A estimulação específica 

dos TLR resulta no aumento de IL-10 ou IL-12, polarizando a resposta de células T 

para Th1 ou Th2 (QI & DENNING, 2003). 

     Alguns trabalhos na literatura mostraram que Yersinia enterocoloitica, Candida 

albicans, Aspergillus fumigatus e Borrelia burgodorferi utilizam TLR2 para induzir a 

secreção de IL-10, levando à imunossupressão do hospedeiro através da geração 

de células T regulatórias CD4+CD25+ (DITERICH et al., 2003; NETEA et al., 2003 e 

NETEA et al., 2004). A ligação de TLR-2 pode ter efeito protetor ou deletério na 

infecção por Candida albicans, contribuindo tanto para a desativação de 

macrófagos, pela secreção de altos níveis de IL-10, como pelo controle da resposta 

inflamatória, pela indução de células T CD4+CD25+ com função regulatória (Netea et 

al., 2004). Sutmuller et al. (2006) demonstraram que o reconhecimento via TLR-2 

pode levar à indução de células T reguladoras (Treg), importantes no controle da 

resposta imunológica. Células T reg com atividade supressora foram descritas em 

infecções fúngicas tanto humanas (CAVASSANI et al., 2006) como experimentais 

(MONTAGNOLI et al., 2002; 2006; HORI et al., 2002). 

     As células T reguladoras foram primeiramente descritas no controle de células 

autorreativas, principalmente nas autoimunidades (SAKAGUCHI et al., 2007). Os 

experimentos de Sakaguchi et al. (1995) mostraram que as células T CD4+ 
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provenientes de baço e de linfonodos de camundongos BALB/c, que não expressam 

a molécula CD25 (cadeia α do receptor da IL-2), induziam o desenvolvimento de 

uma série de doenças autoimunes, quando transferidas para camundongos 

atímicos. Esse processo era revertido quando se transferiam concomitantemente 

linfócitos T CD4+CD25+ para esses camundongos. A partir daí, o fenótipo associado 

às células T reguladoras era CD4+CD25+. Entretanto, a identificação de um gene 

expresso nas células T reguladoras humanas e de camundongos facilitou a 

caracterização dessa subpopulação celular. Esse gene, que é exclusivamente 

expresso nas células T reguladoras, denominado Foxp3, transcreve para um fator de 

transcrição denominado “scurfin” e está ativado apenas nestas células (HORI et al., 

2003; KHATTRI et al., 2003). Mutações no gene Foxp3 culminam no 

desenvolvimento de doenças linfoproliferativas fatais (BENNETT et al., 2001; 

WILDIN et al., 2002). Células T CD4+CD25- transfectadas com Foxp3 foram capazes 

de prevenir o desenvolvimento de gastrite ou colite autoimune, quando transferidas 

para camundongos imunodeficientes (HORI et al., 2003). Fontenot et al. (2003) 

demonstraram que a deleção do gene Foxp3 em camundongos leva ao 

desenvolvimento espontâneo de doenças autoimunes nestes animais. A partir de 

então, as células T reg passaram a ser caracterizadas não somente pela presença 

de CD25 como principalmente pela presença de Foxp3 (HORI  et al., 2003; 

FONTENO et al., 2003). 

     Algumas características imunológicas das células T reg as diferenciam das 

demais células T, como, por exemplo, a baixa capacidade de proliferação frente a 

estímulos in vitro e a capacidade de suprimir respostas de células T CD4+ e TCD8+ 

(SURI-PAYER et al., 1998) através do contato celular (THORNTON et al., 1998; 

TAKAHASHI et al., 1998). 
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     Dependendo do TLR ativado, as células apresentadoras de antígenos induzem 

diferentes respostas imunológicas. O TLR-4 promove a produção de quimiocina IP10 

(proteína induzida de IFN-γ), a qual também é associada com a resposta tipo Th1. A 

diferença de indução de IL-12 por TLR-2 e TLR-4 tem sido mostrada por macrófagos 

murinos (HIRSCHFELD et al., 2001). Estudos recentes demonstraram importante 

envolvimento dos TLR no reconhecimento de fungos como Candida albicans, 

Aspergillus fumigatus, Coccidioides posadasii e Cryptococus neoformans (SHOHAM 

et al., 2001; NETEA et al., 2002; BELLOCHIO et al., 2004; YAUCH, 2004; 

VIRIYAKOSOL et al., 2005).  

     Na infecção por Candida albicans a mudança do fungo da forma de levedura para 

a forma filamentosa é um passo fundamental para que a infecção seja bem 

sucedida. Quando se analisa a composição da parede celular observa-se que as 

leveduras apresentam grande quantidade de β-glucanos expostos, enquanto que 

nas formas filamentosas isto não ocorre (HEINSBROEK et al., 2005). Estudos de 

infecção demonstram que a forma de levedura ativa células fagocíticas por meio da 

combinação de TLR-2 e dectina-1, levando ao aumento da ativação de fatores de 

transcrição, como o NFκB, e à produção de citocinas pró-inflamatórias importantes 

para o controle da infecção (HEINSBROEK et al., 2005; NETEA et al., 2006; 

TAYLOR et al., 2007). Por outro lado, as formas filamentosas não interagem com a 

dectina-1, ativam as células apenas via TLR-2, induzindo estado de supressão da 

resposta inflamatória, que leva a diminuição da capacidade de controle da infecção 

(TAYLOR et al., 2007). 

     Células dendríticas de camundongos susceptíveis à infecção pelo P. brasiliensis 

apresentam aumento elevado na expressão de TLR-2 associado à produção de 

níveis elevados de IL-10 e TNF-α, enquanto que as células dendríticas de 
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camundongos resistentes apresentam menor expressão de TLR-2 e baixa produção 

de ambas as citocinas, demonstrando que o agente etiológico da PCM apresenta 

mecanismos capazes de modular a resposta imunológica inata via TLR-2 

(FERREIRA et al., 2007).  

          Em camundongos deficientes de TLR, bem como de moléculas sinalizadoras 

associadas aos TLR, ficou claro que tanto o TLR-2 como o TLR-4 podem ativar 

NFκB e induzir a expressão de citocinas inflamatórias e moléculas co-estimuladoras 

por macrófagos e células dendríticas, demonstrando sua participação na resposta 

imune inata e no direcionamento da resposta adaptativa (BELLOCHIO et al., 2004). 

Todos os TLR (exceto TLR-3) utilizam vias de sinalização intracelular que são 

dependentes do recrutamento da molécula adaptadora MyD88 (AKIRA e TAKEDA, 

2004). Desta forma, camundongos deficientes em MyD88 também apresentam alta 

susceptibilidade à infecção por Candida albicans devido à atividade fagocítica 

deficiente e à baixa produção de citocinas (BELLOCHIO et al., 2004; VILLAMON et 

al., 2004a).  

     As células B são consideradas apresentadoras de antígeno, pois são capazes de 

capturar partículas antigênicas através de um receptor de superfície de natureza 

IgM, na qual a interação destes receptores com o antígeno leva à endocitose do 

complexo e ao processamento antigênico, resultando na apresentação do peptídio 

na superfície da célula via molécula MHC de classe II, podendo ser reconhecido por 

linfócitos T auxiliares CD4+ (ABBAS, 2005). 

     Uma das principais funções de todas as células B e sua progênie é produzir e 

secretar anticorpos, mas há diferenças significativas entre as células B maduras em 

relação à ontogenia, à fisiologia, ao fenótipo, à localização anatômica e à origem das 

linhagens (HERZEMBERG et al., 1986). 
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     As células B-1 foram descritas inicialmente em pacientes com leucemia linfocítica 

crônica (LLC) de células B, nas quais foi observada a presença de linfócitos B que 

expressavam o marcador CD5 em sua superfície (MANOHAR et al., 1982). Em 

1982, Calligaris-Cappio descreveu a presença do marcador CD5 em uma pequena 

população de linfócitos B normais; este marcador era comumente expresso em 

células T (BOUMSELL et al., 1978;CALIGARIS-CAPPIO et al., 1982). 

     Há mais de 20 anos (início da década de 1980), Hayakawa e Hardy identificaram 

novas células linfocíticas do tipo B e propuseram um novo grupo de linfócitos, 

dividindo-os em dois subgrupos: B-1 e B-2. Os linfócitos B-1 ainda são divididos em 

B-1a e B-1b e os linfócitos B-2 representam os “linfócitos B convencionais” descritos, 

até então, na literatura. 

     Entretanto, a descrição e caracterização fenotípica, a origem e a função destas 

células tornaram-se alvo de muitas controvérsias na literatura. Com dados obtidos 

em estudos de transferência adotiva de células, Herzenberg e colaboradores 

defendem a teoria de precursores distintos para as populações B-1 e B-2. A 

transferência de células do fígado fetal para camundongos irradiados foi capaz de 

reconstruir as duas subpopulações de células B, enquanto que a transferência de 

precursores da medula óssea limitava-se à re-população de células B-2 

(HERZENBERG et al., 2000; KANTOR., 1993; HARDY., 1994). Portanto, ficou 

estabelecida a existência de duas linhagens progenitoras distintas, a primeira 

surgiria na fase fetal e estaria comprometida com o desenvolvimento de linfócitos B 

CD5+ e a segunda surgiria mais tardiamente, durante a hematopoiese na medula 

óssea adulta, e estaria comprometida com o desenvolvimento de linfócitos B 

convencionais (TUNG et al., 2007). 
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     As três principais células B periféricas e maduras são: linfócitos B-1, linfócitos B-2 

(ou células B foliculares - FO, devido à sua localização nos folículos do baço) e 

linfócitos B de zona marginal (B-MZ). Este último também reside no baço, 

envolvendo e limitando a polpa branca, separando-a da polpa vermelha (CASOLA, 

2007; LOPES-CARVALHO, 2005; HARDY, 2006; HERZENBERG, 2000; TUNG et 

al., 2007). As células B-1 que expressam CD5 são chamadas de B-1a, já as células 

que não expressam a molécula CD5 foram chamadas de B-1b (KANTOR et al., 1992 

e STALL et al., 1992). Assim, ficou estabelecido quatro subtipos células B 

periféricas: B-1a, B-1b, B-2 (folicular) e B-ZM (B de zona marginal do baço). 

     Embora as características genéticas e moleculares expressas pelas células B-1 e 

B-2 sejam semelhantes, elas se diferenciam pelas suas características fenotípicas 

(HERZENBERG, 2000). Os linfócitos B-1 apresentam fenótipo de linfócitos B 

convencionais (B-220, IgM e IgD de superfície de membrana), de células T (CD5) e 

também de células macrofágicas (Mac-1 e F4/80). Dentro do subtipo B-1, as células 

B-1a e B-1b apresentam fenótipo quase idêntico; entretanto, células B-1a expressam 

a molécula de superfície Ly-1 (CD5), enquanto as células B-1b e B-2 convencionais 

não as expressam, permitindo a distinção entre as células B-1a, B-1b e B-2 

convencionais (HERZEMBERG et al., 1986). As células B-1 (B-1a e B-1b) podem, 

ainda, ser distinguidas das células B-2 por possuírem altos níveis de IgM e pouco de 

IgD (HAYAKAWA et al., 1983). 

     Os linfócitos B-1 secretam citocinas pró e anti-inflamatórias; dentre as citocinas 

mais comumente expressas por estes linfócitos estão IL-10 e TNF-α (O’GARRA, 

1992). 

     Uma importante característica identificada nas células B-1 foi sua capacidade de 

migrar de seus compartimentos específicos (peritônio) até o local de uma inflamação 
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aguda não específica, mostrado por Almeida et al. (2001). Outra evidência da 

migração das células B-1 é a considerável diminuição destes linfócitos na cavidade 

peritoneal e o aumento de ambas, B-1 e B-2, no baço após uma infecção 

(HERZEMBERG, 2000). Oliveira et al. (2009) demonstraram, ainda, que os linfócitos 

B-1b derivados de células peritoneais aderentes são capazes de migrar da cavidade 

peritoneal de animais reconstituídos com linfócitos B-1b para o foco inflamatório do 

processo de cicatrização.  

     Experiências com camundongos deficientes de células B-1 demonstraram que 

estes animais apresentam melhor resposta imune e geram inflamação e 

consequente granuloma mais compacto e efetivo após infecção por patógenos. 

Dados sugerem que estes linfócitos B-1 poderiam regular negativamente as células 

efetoras, como macrófagos, na eliminação dos patógenos. O fato de estas células 

migrarem até o foco inflamado, e produzirem quantidades significativas de IL-10 

(O’GARRA, 1992), sustentaria esta hipótese (ALMEIDA et al., 2001). A IL-10 tem a 

capacidade de suprimir a ativação de macrófagos, reduzindo a produção de IL-12. 

Esta inibição resulta na redução de IFN-γ e IL-12 por células TCD4+, o que 

consequentemente impediria o desenvolvimento da imunidade celular, necessário 

para a formação do granuloma, e promoveria a imunidade humoral. 

     Diversos experimentos utilizando camundongos Xid (X-linked immunodeficiency- 

imunodeficiência ligada ao cromossomo X), que são camundongos deficientes no 

cromossomo X do gene que regula a expressão de uma tirosina quinase (tirosina de 

Bruton) responsável pela maturação de linfócitos B, causando, em especial, 

ausência de linfócitos B-1, mostraram que estes camundongos têm células efetoras 

com alta atividade e,  consequentemente, apresentam resistência às infecções por 

patógenos dependentes de resposta celular (RAWLINGS et al., 1993). Entretanto, os 
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camundongos Xid possuem susceptibilidade inata à infecção por Salmonella 

typhimurium, que poderia ser explicada pela ausência de resposta humoral de IgA, 

mediada por linfócitos B-1, na lâmina própria do intestino (O’BRIEN et al., 1981). 

     Os camundongos Xid, quando infectados com microrganismos que desenvolvem 

um processo inflamatório crônico seguido da formação de granuloma, mostram-se 

mais resistentes à infecção com formação de granuloma mais compacto e uma 

infecção menos disseminada. Nos últimos anos, vários trabalhos foram realizados 

utilizando camundongos Xid. Estes camundongos foram infectados e comparados 

com camundongos selvagens, para se avaliar a importância de linfócitos B-1 na 

evolução da doença. Neste sentido, vários agentes infecciosos já foram testados: 

Trypanosoma cruzi, Paracoccidioides brasiliensis, Leishmania major. Em todos os 

experimentos, os animais Xid foram mais resistentes, apresentaram granuloma mais 

compacto e organizado, que propiciou menor carga microbiológica nos órgãos e 

menor disseminação do patógeno (HOERAUF et al., 1994; KIPNIS, 1998; 

MINOPRIO et al., 1993). 

     Popi et al. (2008) demonstraram, através da transferência passiva de linfócitos B-

1 para camundongos BALB/Xid (camundongos deficientes de linfócitos B-1), que 

estes animais eram mais susceptíveis à infecção por P. brasiliensis. A carga fúngica 

em camundongos BALB/c e BALB/Xid (reconstituídos com linfócitos B-1) era 

significantemente maior quando comparada com à de camundongos BALB/Xid e o 

bloqueio da IL-10 conduzia para o melhor controle da infecção. Assim, os autores 

sugerem que a produção de IL-10 pelos linfócitos B-1 seria a maior responsável pela 

susceptibilidade à infecção.  

    Os camundongos BALB/Xid apresentam aumento na resposta inflamatória aguda, 

atraso no processo de cicatrização e proeminente infiltrado neutrofílico. Estes dados 
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comprovam que células B-1b participam da resposta inflamatória e do processo de 

cicatrização, provavelmente por influenciar a cinética da fase inflamatória via da IL-

10. Estes camundongos apresentam atraso no processo de cicatrização, quando 

comparados com o animal controle. Entretanto, quando estes camundongos foram 

reconstituídos com células B-1b apresentaram o mesmo tempo de cicatrização, 

quando comparado a animais controles (camundongos BALB/c) (OLIVEIRA et al., 

2009). 

     Devido à participação dos linfócitos B-1 na resposta imune, pelo fato destas 

células apresentarem características, como fagocitar, apresentar antígeno, secretar 

anticorpo, produzir IL-10, migrar de seus compartimentos específicos até o foco 

inflamatório, dentre outras, a melhor compreensão da participação dessas células na 

resposta imune contra P. brasiliensis seria extremamente importante, pois, de 

acordo com dados da literatura, tanto a resposta imune inata como a resposta imune 

adaptativa são importantes na PCM. Para isso, realizamos ensaios in vitro, para 

melhor caracterizarmos estas células fenotipicamente e funcionalmente, e também 

realizamos ensaios in vivo, para compreendermos a participação dos linfócitos B-1 

na PCM. 

 

 

 

 29



 

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

      Analisar a participação de linfócitos B-1 na infecção fúngica causada pelo P. 

brasiliensis. 

2.2. Objetivos específicos 

I.  Estudar a interação in vitro de células B-1 com CFA (antígeno livre da parede do 

fungo) de P. brasiliensis em relação à:  

a) determinação do fenótipo das células do sobrenadante da cultura de células totais 

aderentes peritoneais de 4 dias, sem estímulo e com estímulo de CFA, em relação à 

expressão de CD19, CD11b e das moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 e 

expressão do MHC-II. 

b) produção de citocinas IL-10, IL-4, IFN-γ, TNF-α pelos linfócitos B-1 após estímulo 

com o CFA. 

c) capacidade proliferativa destas células e capacidade de apresentar antígeno para 

linfócitos TCD4+ 

d) expressão dos receptores TLR-2 e TLR-4, da molécula adaptadora MyD88, e 

expressão de IL-10 por RT-PCR. 

II. Avaliar a capacidade in vivo dos linfócitos B-1 em migrar da cavidade peritoneal 

para o baço após estímulo intraperitoneal (ip) com leveduras de P. brasiliensis 

III. Determinar a geração de células T com fenótipo de célula T reguladora 

(CD4+CD25+Foxp3) no baço após estímulo ip com leveduras de P. brasiliensis 
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3. METODOLOGIA 
 

3.1. Animais 

     Para a realização dos experimentos, foram utilizados camundongos isogênicos 

das linhagens BALB/c, CBA, CBA/N Xid (desprovidos de linfócitos B-1) de 12 a 16 

semanas de idade. Os animais foram obtidos do Biotério do Instituto da Química da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo e do CEDEME 

da Universidade Federal de São Paulo, mantidos em padrão sanitário, livres de 

patógenos específicos (SPF − specific patogens free). Os camundongos foram 

sacrificados de acordo com critérios aprovados pela Comissão de Ética em 

Experimentação Animal da Faculdade de Ciências Farmacêuticas – CEEA – FCF.  

 

3.2. Fungo 

     Foi utilizada a cepa virulenta P. b. 18 (KASHINO et al., 1987) do P. brasiliensis 

para a obtenção do CFA (antígeno livre da parede de P. brasiliensis) a partir da 

superfície levefuriforme do fungo e para a preparação do inóculo utilizado nas 

infecções intraperitoneais. A cepa foi mantida em meio semi-sólido Sabouraud-

dextrose-ágar (MERCK- ALEMANHA) em estufa, a 36ºC, com repiques semanais. 

 

3.3. Antígeno (preparação do CFA) 

     O fungo P. b. 18 na sua fase leveduriforme foi colocado em 10 mL de solução 

salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,2) e agitado em vortex por 

aproximadamente 10 minutos. Posteriormente, o material foi centrifugado por 5 
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minutos a 2.000 rpm, do qual foi recolhido o sobrenadante para a obtenção do CFA 

(antígeno livre da parede do fungo) (CAMARGO et al., 1991). 

 

3.4. Dosagem de proteínas 

     As determinações protéicas foram realizadas segundo método proposto por 

Bradford (1976), no qual se utiliza “Coomassie Brilliant Blue” (CBB) G-250 (Sigma – 

St. Louis – Estados Unidos), como reativo,  e albumina bovina (BSA) 1,0 mg/ml, 

como padrão. 

 

3.5. Análise da composição do antígeno 

     A composição de proteínas do antígeno foi avaliada por eletroforese em gel de 

poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970). Os géis 

foram corados por impregnação pela prata, de acordo com Ansorge (1983). 

 

3.6. Preparação do inóculo para a infecção intraperitoneal  

    Células fúngicas da cepa P. b. 18 foram coletadas em 10mL de PBS (pH 7,2), 

deixando-se decantar as partículas maiores, o sobrenadante foi coletado e a 

contagem do número destas células leveduriformes foi realizada utilizando-se 

câmara de Neubauer. 
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3.7. Infecção intratraperitoneal 

    Os animais foram infectados por injeção intraperitoneal (ip) com suspensão 

contendo 1x106 células/mL de leveduras viáveis de P. brasiliensis em volume final 

de 200 l de PBS.  

 

3.8. Determinação da viabilidade celular 

    Para a determinação da viabilidade celular foi utilizado o corante azul de Trypan. 

 

3.9. Obtenção de células aderentes totais peritoneais 

     As células totais da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c foram obtidas 

por meio de lavagens com meio de cultura RPMI (Roswell Park Memorial Institute)-

1640.  Foram injetados 7mL de meio RPMI mais 1 mL de ar na cavidade peritoneal 

e, em seguida, o mesmo volume foi retirado com auxílio de pipeta de bulbo. A 

solução de lavagem foi transferida para uma placa de Petri e incubada por 40 

minutos em estufa de 37ºC com 5% de CO2.  O sobrenadante foi descartado e as 

células aderentes utilizadas para a realização do ensaio. 

 

3.10. Obtenção de linfócitos B-1 

     Foram feitas lavagens na cavidade peritoneal de camundongos (BALB/c), 

injetando-se 7 mL de meio RPMI-1640 e 1mL de ar. Em seguida, o mesmo volume 

foi retirado com auxílio de uma pipeta de bulbo. A solução de lavagem foi transferida 

para uma placa de Petri e incubada por 40 minutos em estufa de 37ºC com 5% CO2. 

O sobrenadante foi desprezado e as células aderentes foram ressuspensas em meio 
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RPMI-1640 acrescido de 10% de soro fetal bovino e mantidas em estufa a 37ºC com 

5% de CO2 por mais 4 dias. Após este período, recolhemos somente o sobrenadante 

para a obtenção de linfócitos B-1. 

 

3.11. Imunofenotipagem dos linfócitos B-1 por citometria de fluxo 

     Após a obtenção de linfócitos B-1, como descrito anteriormente, o fenótipo destas 

células foi analisado incubando-se as células com anticorpos específicos para cada 

marcador. Foram utilizados os seguintes marcadores: anti-CD19-PE (clone eBIO 

1D3), anti-CD11b-FITC (clone M1/70), anti-CD80-PE (clone 16-10A 1), anti-CD86-

FITC (clone GL1), anti-I-A/I-E-PE (clone M5-114.15.2). 

     As células marcadas foram deixadas no gelo por 15 minutos, em seguida foram 

lavadas e centrifugadas. As células foram ressuspensas em PBS mais 3% de soro 

fetal bovino contendo 10 µg/mL de iodeto de propídio (IP). As células marcadas com 

IP foram consideradas mortas e, consequentemente, excluídas de todas as análises 

de células. 

     A leitura foi realizada por citometria de fluxo utilizando-se o aparelho FacScalibur 

(Becton & Dickison, C.A). Foram analisados 10.000 eventos. Os resultados foram 

analisados com auxílio do software FlowJo (Treestar.com, EUA). 

     Para analisar os resultados utilizamos a metodologia de fluorescence-minus-one 

(FMO), (ROEDERER et al., 2001). Pela qual os controles FMO são determinados 

através da marcação das células com todos os anticorpo/marcadores, exceto aquele 

que será analisado. Os valores obtidos são considerados limites do FMO das células 

e todos os valores de fluorescência acima deste limite são considerados verdadeiros 

positivos. 
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3.12. Imunofenotipagem de linfócitos B-1 após estímulo com CFA de P. 

brasiliensis  

     Os linfócitos B-1 caracterizados pelo fenótipo descrito anteriormente foram 

estimulados com CFA (diferentes concentrações) por 24 horas. Após este período 

foi avaliada a expressão dos marcadores CD19, CD11b, CD80, CD86, MHC-II 

empregando-se a técnica de citometria de fluxo acima descrita. 

O sobrenadante da cultura foi coletado e estocado a -80ºC para a dosagem de 

citocinas pelo método ELISA de captura. 

 

3.13. Ensaio de detecção de citocinas 

     As citocinas IL-10, IL-4, TNF-α e IFN-γ foram quantificadas a partir dos 

sobrenadantes de cultura de linfócitos B-1 obtidos de camundongos BALB/c. As 

células foram cultivadas em placas de 24 orifícios, estimuladas com diferentes 

concentrações de CFA; após 24 horas, os sobrenadantes foram recolhidos e 

estocados a -80 C até o uso. Como controle positivo, as células foram estimuladas 

com LPS (lipopolissacarídeos). A técnica utilizada nos ensaios foi ELISA de captura, 

utilizando-se anticorpos monoclonais de captura e detecção contra as citocinas, nas 

concentrações recomendadas pelo fabricante (Preprotech Inc). As condições 

adotadas nos ensaios foram as seguintes: 

      As placas de microtitulação de 96 orifícios foram sensibilizadas com anticorpos 

de captura diluídos em PBS e mantidas em temperatura ambiente de um dia para o 

outro. As placas foram lavadas 4 vezes com PBS 1X – Tween 20 a 0,05%. Foi 

adicionado às placas PBS contendo 1% de BSA em PBS, para promover o bloqueio 

de sítios livres do plástico, e mantidos por 1 hora à temperatura ambiente; em 

seguida as placas foram lavadas 4 vezes com PBS 1X – Tween 20 a 0,05%.  As 
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citocinas recombinantes, utilizadas para realizar a curva padrão, foram diluídas em 

PBS 1X – Tween 20 a 0,05% contendo 0,1% de BSA e incubadas nas placas por 2 

horas em temperatura ambiente. Os sobrenadantes de cultura das amostras foram 

também incubados nos orifícios por este mesmo período, quando então todos os 

orifícios foram lavados 4 vezes com PBS – Tween 20 a 0,05%.  

     Foram adicionados os anticorpos de detecção conjugados à biotina, diluídos em 

PBS 1X – Tween 20 a 0,05% contendo 0,1% de BSA e incubados por 2 horas à 

temperatura ambiente. Os orifícios foram lavados 4 vezes. As placas foram 

incubadas com conjugado estreptoavidina-peroxidase por 30 minutos em 

temperatura ambiente, após este período foram realizadas 4 lavagens da placa com 

PBS 1X – Tween 20 a 0,05% contendo  0,1% de BSA. A revelação foi realizada com 

o-fenilenodiamina 1mg/mL, diluída em tampão fosfato 0,4M citrato de sódio 0,4M PH 

5,3, por 15-30 minutos. O bloqueio da reação foi feito com H2SO4 4N e a leitura das 

densidades ópticas (DO) foi feita em leitor automático, em comprimento de onda de 

492nm. As concentrações de cada citocina foram calculadas com base na equação 

da reta de regressão linear, da curva padrão obtida com citocinas recombinantes de 

camundongos. 

      

3.14. Ensaio de proliferação de células totais aderentes peritoneais 

     Após a obtenção das células totais aderentes peritoneais pelo método 

anteriormente descrito, estas foram ajustadas para a concentração de 2x105 

células/mL e plaqueadas na presença de diferentes concentrações do antígeno CFA 

(2 μg/mL, 5 μg/mL, 10 μg/mL, 20μg/mL, 30 μg/mL). As culturas foram mantidas pelos 

períodos de 16 horas, 4 e 7 dias em estufa a 37ºC com 5% de CO2;  nas  últimas 16 

horas antes se de completar cada período de tempo foi acrescentado 1 µCi de 
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timidina triciada à cultura. Como controle positivo foi utilizado LPS (100ng/mL). Após 

a incubação, as células foram coletadas em coletor automático de células (Cell 

harvester) e a radioatividade incorporada foi mensurada em contador de partículas 

beta (Liquid Scintillation Counter, 1205 betaplate, Wallac). 

 

3.15. Ensaio de proliferação de linfócitos B-1 

     Após a obtenção dos linfócitos B-1 pelo método já descrito anteriormente, estas 

células foram ajustadas e plaqueadas para a concentração de 2x105 células/mL; 

posteriormente, estas células foram estimuladas com diferentes concentrações de 

CFA (0,2μg/mL, 0,5μg/mL, 1μg/mL, 2μg/mL, 5μg/mL – dados não mostrados – e  10 

μg/mL, 20μg/mL, 30 μg/mL – dados mostrados). As culturas foram mantidas pelos 

períodos de 24 e 72 horas em estufa de CO2 a 37ºC; 16 horas antes de se completar 

cada tempo foi adicionado 1µCi de timidina triciada à cultura. Como controle positivo 

foi utilizado o LPS (100ng/mL). Após a incubação, as células foram coletadas em um 

coletor automático de células (Cell harvester) e a radioatividade incorporada foi 

mensurada em contador de partícula beta (Liquid Scintillation Counter, 1205 

betaplate, Wallac). 

 

3.16. Ativação de linfócitos T CD4+ por linfócitos B-1 

3.16.1. Imunização de camundongos com P. brasiliensis 

Os camundongos BALB/c foram imunizados subcutâneamente no coxim plantar 

com uma emulsão que continha: 50 µg do antígeno de P. brasiliensis denominado 

de CFA (suspensão de antígenos livres da parede do P. b), emulsificado em 

adjuvante de Freud completo (Sigma – St. Louis, EUA), na proporção de 1:1, 

 37



 

contidos em um volume final de 50μL. Após 7 dias, os camundongos foram 

sacrificados e os linfonodos inguinais e poplíteos retirados.  As células T CD4+ foram 

purificadas e utilizadas no experimento. 

 

3.16.2. Purificação de linfócitos TCD4+ 

     Os linfonodos poplíteos e inguinais de camundongos, imunizados como descrito 

anteriormente, foram retirados e macerados. Os linfócitos TCD4+ foram purificados 

através de seleção positiva em coluna magnética utilizando anti-CD4 marcado com 

“Microbeads” (MACS – Germany), separando-se assim de outros componentes 

celulares. As células foram ajustadas para a concentração desejada e plaqueadas 

para a realização do ensaio de proliferação celular. 

 

3.16.3. Ensaio de proliferação celular 

     Após purificação, os linfócitos TCD4+ foram plaqueados à concentração de 

1,5x105 células TCD4+/mL por orifício, na presença de 5x104 linfócitos B-1/mL, 

previamente irradiados (700 rad). Em seguida foram acrescentadas à cultura 

diferentes concentrações de CFA (20ng/mL, 30ng/mL, 0,5 µg/mL e 1 µg/mL). As 

células foram incubadas por 72 horas em estufa de 5% de CO2 a 37ºC; nas últimas 

16 horas foi acrescentado 1µCi de timidina triciada (Amershan Biosciences – Reino 

Unido) à cultura. Como controle positivo foi utilizado o mitógeno fitoemaglutinina 

(PHA) (20µg/mL). Após a incubação, as células foram recolhidas em um coletor 

automático de células (Cell harvester) e a radioatividade incorporada foi mensurada 

em contador de partículas beta (Liquid Scintillation Counter, 1205 betaplate, Wallac). 
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3.17. Análise da expressão de RNAm de TLR-2, TLR-4, MyD88 e IL-10 de 

linfócitos B-1 após estímulo com CFA  

3.17.1. Extração de RNA total 

     Os linfócitos B-1 foram plaqueados na concentração de 1x106 células/mL e 

estimulados com CFA na concentração de 0,5µg/mL pelo período de 4 horas. Logo 

após este período foram submetidos à extração de RNA pelo reagente Trizol 

(Invitrogen – Aukland, New Zealand). Este reagente é uma solução monofásica de 

fenol e isoticionato de guanidina, o qual extrai RNA livre de DNA. 

     A placa foi centrifugada e o sobrenadante foi guardado para a dosagem de 

citocinas. As células foram ressuspendidas em 1mL de Trizol para cada 107células 

de camundongos BALB/c e foram submetidas à forte agitação. Posteriormente, o 

material foi incubado por 5 minutos à temperatura ambiente. Após este período, 

foram adicionados 200 µL de clorofórmio; então agitamos vigorosamente, com as 

mãos, por 15 segundos, e incubamos por 3 minutos à temperatura ambiente. 

Centrifugamos o material (4ºC − 12.000g − 15 minutos), desta forma, o conteúdo foi 

separado em 3 fases fases: fenol-clorofórmio, interfase (DNA) e fase aquosa (RNA). 

A fase aquosa foi transferida para outro tubo; adicionamos 500 µL de álcool 

isopropílico e agitamos vigorosamente, para a precipitação do RNA. Após forte 

agitação, o material foi incubado por 10 minutos à temperatura ambiente. 

Centrifugamos novamente (4ºC −15.000g − 10 minutos), desprezando o 

sobrenadante, ficando somente com o RNA precipitado. 

     Posteriormente, o RNA foi lavado com 1 mL de Etanol 75%; centrifugado (4ºC − 

7.500g − 5 minutos). Secamos o pellet por 20 minutos e ressuspendemos em 20µL 

de água livre de RNAse (DEPC). O material foi aquecido por 65ºC por 10 minutos e 

imediatamente colocado no gelo. Foi utilizada uma alíquota de 1 μL de RNA para 

 39



 

realizar a dosagem de RNA no aparelho Nano Drop e, em seguida, as preparações 

de RNA total foram estocadas à temperatura de -80ºC até o uso. 

 

3.17.2. Quantificação do RNA total 

     Uma alíquota de cada preparação de RNA extraído foi quantificada pelo método 

espectrofotométrico a 260nm. A pureza foi avaliada em comprimento de onda de 

280/260nm (Beckman DU 640 spectrophometer, Roche, EUA).  

 

3.17.3. Síntese de cDNA 

     Após a quantificação do RNA, foi sintetizado o cDNA, utilizando o kit SuperScript 

(Invitrogen, CA, EUA). Cada reação de 10µL de volume final continha 1µL de Oligo 

dT, 1µL de 10mm dNTP mix e volume variável de RNA para cada amostra. Esta 

reação foi incubada a 65ºC durante 5 minutos e, logo após, resfriada no gelo, por 

pelo menos 1 minuto. Um segundo “mix” contendo 2,5µL de 1x RT Buffer, 5µL de 

25mm MgCl2,  5µL de 0,1 M DTT e 1,25 µL de “RNase OLIGO” foi adicionado à 

reação. A reação foi incubada a 42ºC por 2 minutos, logo após, foi adicionado 1µL 

de Super Script II RT, sendo incubado a 42ºC por 50 minutos e a 70ºC por 15 

minutos. No final da reação foi adicionado 1µL de RNAse H e incubado a 37ºC por 

20 minutos para remover as fitas de RNA que não foram convertidas a cDNA. As 

preparações de cDNA obtidas foram estocadas a -20ºC até o uso. 

 

3.17.4. RT-PCR semiquantitativo 

     O cDNA sintetizado foi submetido à técnica de RT-PCR semiquantitativo.  As 

sequências de cDNA utilizadas foram obtidas no Gen Bank, (Wang et al., 2000),  
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com número de acesso para TLR-2: AF124741 e para TLR-4: AF095353. Os primers 

do RT-PCR para TLR-2: 5’- ACAGCTTACTGTGACTCTCCGCC -3’ e 

5’GGTCTTGGTGTTATTATCTTGCGC-3’. Os primers utilizados para TLR-4 foram 5’- 

GACCTCAGCTTCAATGGTGC-3’ e 5’-TATCAGAAATGCTACAGTGGATACC-3’. Os 

primers para MyD88 foram: 5’- CACCTGTGTCTGGTCCATT-3’ e 5’-

CGCAGGATAACTGGGAAAGT-3’. Os primers para IL-10 foram: 5’- 

CCAGTTTTACCTGGTAGAAGTGATG-3’ e 

5’TGTCTAGGTCCTGGAGTCCAGCAGAC-3’. Os primers para HPGRT foram: 5’-

CACAGGACTAGAACACCTGC-3’ e 5’-GCTCCTGAAAAGACCTCT-3’. As reações 

foram padronizadas para volume de 30µL, contendo 22μL de Platinum mix, 1,3L de 

MgCl2, 0,1μL de enzima Taq DNA polimerase e 0,6 L de água DEPC. Logo em 

seguida, foram acrescentados 2μL da amostra de cDNA, 2L de primer-forward e 

2μL de primer-reverse. As amplificações foram realizadas em termociclador 

(Mastercycler Gradient, Eppendorf) programado para um ciclo LID- 105ºC, 94ºC, por 

5 minutos, 94ºC, por 1 minuto, para a completa desnaturação. Seguiam-se Tm de 1 

minuto e 30 segundos (temperatura de anelamento) e 72ºC por 1 minuto (para 

extensão), Go to step 2 x 36 ciclos e 72ºC, por 3 minutos, 4ºC, por 2 minutos. Os 

produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1%, utilizando TBE 0,5 

(Trisma base 0,1 M, ácido bórico 0,09M e EDTA 1mM) como tampão de corrida. As 

amostras foram coradas em brometo de etídio (10µg/mL) e visualizadas em luz UV. 

Como controle positivo, utilizamos a enzima hipoxantina guanina fosforibosil 

transferase (HPGRT), presente em todas as células eucariontes. 

 

 41



 

3.18. Análise da população de linfócitos B-1 da cavidade peritoneal de 

camundongos BALB/c infectados ip com leveduras de P. brasiliensis 

     Primeiramente, foi preparada a suspensão contendo 1x106 células/mL de 

leveduras viáveis de P. brasiliensis  contidas em 200 µL de PBS de volume final, que 

foram utilizadas para a realização da infecção ip de camundongos BALB/c.  

     Os camundongos foram infectados ip pelos períodos de 1 hora, 5 horas, 24 horas 

e 7 dias. Como controle foram utilizados camundongos nas quais, nos períodos 

acima citados, foram injetados 200 µL de PBS estéril na cavidade peritoneal.  

     Após o período determinado, estes camundongos foram sacrificados e foram 

feitas lavagens na cavidade peritoneal, injetando-se 7 mL de meio RPMI e 1mL de 

ar. Em seguida, o mesmo volume foi retirado com auxílio de uma pipeta de bulbo.  

O fenótipo destas células foi analisado incubando-se as células com anticorpos 

específicos para cada marcador. Foram utilizados os seguintes marcadores: anti-

CD19-PE (clone eBIO 1D3), anti-CD11b-FITC (clone M1/70). 

Estas células marcadas foram deixadas no gelo por 15 minutos, em seguidas 

foram lavadas e centrifugadas. As células foram ressuspensas em PBS mais 3% de 

soro fetal bovino. 

A leitura foi realizada por citometria de fluxo utilizando-se o aparelho FacsCanto. 

Foram analisados 100.000 eventos. Os dado gerados, foram analisados com auxílio 

do software FlowJo (Treestar.com, EUA) utilizando, metodologia já descrita. 
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3.19. Migração de linfócitos B-1 da cavidade peritoneal de camundongos 

CBA/N Xid, reconstituídos com linfócitos B-1 e infectados ip com leveduras de 

P. brasiliensis, para o baço 

3.19.1. Análise da população de linfócitos B-1 da cavidade peritoneal e do baço 

de camundongos CBA/N Xid, reconstituídos com linfócitos B-1 e infectados ip 

com leveduras de P. brasiliensis 

Primeiramente, foram realizadas lavagens com meio de cultura RPMI na 

cavidade abdominal dos camundongos CBA/N para a obtenção dos linfócitos B-1. 

Após a obtenção dos linfócitos B-1 pelo método já descrito, aproximadamente 2x104 

células/mL foram ressuspendidas em 200 μL de PBS estéril e transferidas 

intraperitonealmente para cada camundongo CBA/N Xid. Após o período de 24 

horas, estes camundongos foram infectados via ip com 106 células/mL de leveduras 

do P. brasiliensis, diluída em volume final de 200 μL de PBS estéril. Após 5 horas de 

infecção, os animais foram sacrificados e foram obtidas as células da cavidade 

peritoneal e do baço. Para a obtenção das células do baço, este órgão foi macerado 

e mantido pelo período de 20 minutos em estufa com 5% de CO2 a 37ºC na 

presença de tampão de digestão, contendo 0,7g/mL de colagenase IV (SIGMA – 

ALDRICH – St. Louis). As partículas maiores foram removidas, passando-se a 

suspensão de células através de uma membrana de gaze estéril. Após este período, 

as células foram lavadas com tampão hemolítico por duas vezes e foram marcadas 

com anticorpos específicos para cada marcador. Como controle foram utilizados 

camundongos CBA/N Xid (nos quais foram injetados ip 200 µL de PBS estéril) e 

camundongos CBA/N Xid (reconstituídos com linfócitos B-1 e sem infecção). 

O fenótipo destas células foi analisado incubando-se as células com anticorpos 

específicos para cada marcador. Foram utilizados os seguintes marcadores: anti-

 43



 

CD19-PE (clone eBIO 1D3), anti-CD11b-FITC (cloneM1/70) e anti-IgM-PerCP-Cy5.5 

(clone R6-60.2). 

Estas células marcadas foram deixadas no gelo por 15 minutos, em seguida 

foram lavadas e centrifugadas. As células foram ressuspensas em PBS mais 3% de 

soro fetal bovino. 

     A leitura foi realizada por citometria de fluxo utilizando-se o aparelho FacsCanto. 

Foram analisados 100.000 eventos. Os dado gerados, foram analisados com auxílio 

do software FlowJo (Treestar.com, EUA) utilizando, metodologia já descrita. 

 

3.20. Caracterização de células T regulatórias do baço de camundongos CBA/N 

Xid, reconstituídos com linfócitos B-1 e infectados ip com leveduras de P. 

brasiliensis 

Primeiramente, foram realizadas lavagens com meio de cultura RPMI na 

cavidade abdominal dos camundongos CBA para a obtenção dos linfócitos B-1. 

Após a obtenção dos linfócitos B-1, pelo método já descrito, aproximadamente 2x104 

destas células foram ressuspendidas em PBS estéril e transferidas 

intrapeitonealmente para cada camundongo CBA/N Xid. Após período de 24 horas, 

estes camundongos foram infectados com 106 leveduras de P. brasiliensis (diluída 

em PBS estéril) por via ip num volume final de 200 μL. Após 5 horas de infecção, os 

animais foram sacrificados. O baço foi retirado, macerado e mantido por 20 minutos 

em estufa com 5% de CO2 a 37ºC na presença de tampão de digestão (0,7μg/mL de 

colagenase IV e 30μg/mL de DNase I pancreática bovina tipo IV). As partículas 

maiores foram removidas passando a suspensão de células através de uma 

membrana de gaze estéril. Em seguida, as células foram lavadas com tampão 

hemolítico por duas vezes e foram marcadas com anticorpos específicos para cada 
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marcador. Como controle foram utilizados camundongos nos quais foram injetados 

intraperinealmente 200 µL de PBS estéril e camundongos CBA/N Xid (reconstituídos 

com linfócitos B-1 e sem infecção.  

As células foram marcadas para as moléculas de superfície utilizando os 

anticorpos específicos para cada marcador. Foram utilizados os seguintes 

marcadores: anti-CD4-APC (clone RM4-5) e anti-CD25-APC Cy7 (clone PC 61). 

Estas células marcadas foram deixadas no gelo por 15 minutos e, em seguida, 

foram lavadas com PBS acrescido de 3% de soro fetal bovino. A seguir, foram 

realizadas a fixação e a permeabilização das células para proceder a marcação para 

Foxp3, utilizando o anticorpo anti-Foxp3-ALEXAFLUOR 488 (clone 150/E4). A 

fixação e a permeabilização foram realizadas utilizando o kit “Foxp3 Staining Buffer 

Set” (e-Bioscience), seguindo as instruções do fabricante (descritas a seguir): As 

células foram fixadas utilizando-se a solução Fix Perm (1 volume do concentrado e 3 

volumes do diluente), na qual foram adicionados 100 μL em cada tubo e mantidos no 

gelo pelo período de 20 minutos em seguida; as células foram permeabilizadas 

utilizando-se o Buffer de permeabilização, na qual foram adicionados 100 μL em 

cada tubo, por cima do que já tinha. Os tubos foram centrifugados a 4ºC a 450 x g 

por 5 minutos; em seguida o sobrenadante foi descartado e os tubos rapidamente 

vortexados. Após estes procedimentos, foi realizada a marcação intracelular, 

adicionando o anticorpo Foxp3, por 20 minutos a 4ºC; 

Após a marcação intracelular, as células foram lavadas com 100 μL do buffer de 

permeabilização, centrifugadas a 450 x g, 4ºC por 5 minutos; em seguida o 

sobrenadante foi descartado, os tubos vortexados e o pellet foi ressuspendido em 

300 μL de PBS + 3% de soro fetal bovino. Estas células marcadas foram deixadas 

 45



 

no gelo por 15 minutos, em seguida foram lavadas e centrifugadas. As células foram 

ressuspensas em PBS mais 3% de soro fetal bovino para a leitura. 

A leitura foi realizada por citometria de fluxo utilizando-se o aparelho FacsCanto. 

Foram analisados 100.000 eventos. Os dado gerados, foram analisados com auxílio 

do software FlowJo (Treestar.com, EUA) utilizando, metodologia já descrita. 

 

3.21. Análise estatística 

    A análise estatística foi realizada através do programa GraphPad Prism 5.0, 

utilizando-se o teste T Student para comparação entre dois grupos. Valores de 

p<0,05 indicam significância estatística. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1. Análise do CFA em gel de poliacrilamida 
 
     Após a obtenção do CFA, como descrito anteriormente, analisamos a 

composição protéica, pela técnica de eletroforese SDS-PAGE a 10% de 

poliacrilamida. A coluna 1 mostra o CFA (suspensão de antígenos livres da parede 

do P. brasiliensis) obtido do sobrenadante do fungo agitado em vortex. Observamos 

que o CFA é constituído por moléculas protéicas com diversas frações de diferentes 

pesos moleculares que, segundo dados da literatura, variam de 10 a 110 kDa, 

destacando a presença da glicoproteína de 43kDa (gp43), que é uma das frações 

majoritárias. A coluna 2 mostra o principal componente antigênico do fungo a gp43 

(glicoproteína de 43KDa), purificado. 

                                            Coluna 1        Coluna 2 

                                               

Coluna 1 - CFA de leveduras 
de P. brasiliensis 
Coluna 2 - banda da gp43 
purificada 

Figura 1: Análise da composição protéica do antígeno (CFA). Análise da composição protéica de 
uma preparação antigênica de P. brasiliensis, pela técnica de eletroforese SDS-PAGE a 10% de 
acrilamida. Coluna 1 - antígeno livre da parede do fungo (CFA), Coluna 2 - banda da gp43 purificada. 

 

4.2. Ensaio de proliferação celular de células totais aderentes peritoneais 

estimuladas com diferentes concentrações de CFA 

     As células totais aderentes peritoneais de camundongos BALB/c foram 

estimuladas com diferentes concentrações de CFA (2 μg/mL, 5 μg/mL, 10 μg/mL, 
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20μg/mL, 30 μg/mL) e mantidas em cultura por 16 horas (tempo inicial zero), quatro 

e sete dias de cultura. Como controle foram utilizadas células sem nenhum estímulo 

e células estimuladas com 100ng/mL de LPS. Os resultados mostraram que as 

células totais aderentes peritoneais, após serem estimuladas com diferentes 

concentrações de antígeno, não proliferam no tempo zero (Figura 2 A), mas no 

quarto (Figura 2 B) e no sétimo dias (Figura 2 C); observamos proliferação celular 

significativa principalmente quando a concentração de 10µg/mL foi utilizada. 

 A 
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CFA 2g/mL
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 * 
 * 

 * 
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        7º dia  
 
 
Figuras 2: Ensaio de linfoproliferação de células totais aderentes peritoneais de camundongos 
BALB/c, estimuladas com CFA. As células totais aderentes peritoneais foram estimuladas com 
diferentes concentrações de CFA (2 μg/mL, 5 μg/mL, 10 μg/mL, 20μg/mL, 30 μg/mL). Figura (2 A) 
tempo inicial de cultura de 16 horas. Figura (2 B) tempo de cultura de 4 dias. Figura (2 C) tempo de 
cultura de 7 dias. Os experimentos foram realizados em triplicata. Os valores são significativos 
comparando as células totais aderentes peritoneais sem estímulo com as células totais aderentes 
peritoneais com estímulo (CFA), *p < 0,05. 
 
 
 
 

4.3. Caracterização fenotípica do sobrenadante da cultura celular de 4 dias de 

células totais aderentes peritoneais de camundongos BALB/c, após estímulo 

com CFA de P. brasiliensis 

  

      Foram analisadas a expressão de moléculas de superfície das células do 

sobrenadante da cultura celular de 4 dias das células aderentes totais peritoneais de 

camundongos BALB/c por citometria de fluxo.  Os marcadores utilizados para 

caracterizar o fenótipo destas células foram: CD19, CD11b. 

       Foi utilizado iodeto de propídio (IP) para controle de viabilidade. Portanto, todas 

as células que se apresentaram positivas para IP (células mortas) foram excluídas 

da análise. 
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     Para analisar os resultados utilizamos a metodologia de fluorescence-minus-one 

(FMO), pela qual os controles FMO são determinados através da marcação das 

células com todos os anticorpos/marcadores, exceto aqueles que serão analisados. 

Os valores obtidos são considerados limites do FMO das células e todos os valores 

de fluorescência acima deste limite são considerados verdadeiros positivos. 

     Observamos que aproximadamente 80% das células foram negativas para IP 

(células vivas) (Figura 3 A − I) e foram incluídas no quadrante das análises. A partir 

do quadrante das células vivas (Figura 3 A  − II), a análise foi realizada segundo os 

parâmetros de tamanho (FSc – forward Scatter) e granulosidade (SSc – Side 

Scatter). A população celular da cavidade peritoneal foi dividida em duas para a 

análise: uma população FSchigh (células grandes) e uma SSclow (pouco granulosas). 

Segundo dados previamente descritos em nosso laboratório, observou-se que estas 

células B-1, ao invés de grandes, são duas ou mais células B-1 aderidas entre si, 

sendo cada uma destas células do tamanho característico de linfócitos. Estas 

células foram consideradas doublets de linfócitos B-1, ou seja, uma forte e estável 

aderência entre duas células B-1, e a outra população FSclow (células pequenas) e 

SSclow (pouco granulosas) que  são consideradas células B-1 únicas (singlets). 

     Assim, de acordo com o fenótipo da população FSchigh e SSclow , foi possível 

observar que  61,5% das células são positivas para CD19 e CD11b (Figura 3 A − III). 

O fenótipo da população FSclow e SSclow mostrou que 55,2% das células são 

positivas para CD19 e CD11b (Figura 3 A − IV). De acordo com estes dados, 

podemos observar que a maioria das células do sobrenadante da cultura celular de 

4 dias das células totais aderentes peritoneais de camundongos BALB/c apresentam 

um fenótipo de linfócitos B-1 (CD19+CD11b+). Os dados da análise fenotípica destas 
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células podem ser melhor observados na Tabela 1 (análise fenotípica dos linfócitos 

B-1 sem estímulo). 

     Em seguida, analisamos o fenótipo destas células, após estímulo de 24 horas 

com CFA de P. brasiliensis (Figura 3 B). Primeiramente, padronizamos a 

concentração de CFA que seria utilizada nos experimentos, utilizando iodeto de 

propídio para verificar a viabilidade celular. Foi possível observar que, conforme 

aumentávamos a dose do antígeno (µg/mL), as células perdiam a viabilidade (dados 

não mostrados). A partir destes dados foram utilizadas concentrações menores do 

antígeno nos experimentos. Sendo que, quando utilizamos a concentração de 10 

ng/mL, aproximadamente 70% das células permaneciam viáveis. Os resultados 

demonstram que não houve alteração significativa nas moléculas de superfície 

destas células após estímulo com CFA de P. brasiliensis (Figura 3 B – III e IV). Os 

dados da análise fenotípica destas células podem ser melhor observados na Tabela 

2 (análise fenotípica dos linfócitos B-1 após estímulo de 10 ng/mL de CFA de P. 

brasiliensis). 
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III A - Células sem estímulo      
CD11b  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B - Células estimuladas com 10ng/mL de CFA 
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Figuras 3: Caracterização da expressão das moléculas de superfície das células do 
sobrenadante da cultura celular de 4 dias das células totais aderentes peritoneais de 
camundongos BALB/c sem estímulo (Figura 3 A) e com estímulo de 10ng/mL (Figura 3 B) de 
CFA de P. brasiliensis. Através de citometria de fluxo, analisamos a expressão de CD19 e CD11b. A 
leitura das amostras foi realizada no aparelho FACS e os dados foram analisados no software 
FlowJo. A metodologia utilizada na análise foi quadrantes para determinar as populações celulares. I - 
Células do sobrenadante da cultura celular (4 dias) de células totais aderentes peritoneais, marcadas 
com Iodeto de Propídio; II - células vivas, divididas em duas populações: uma população FSchigh e 
SSclow e uma população  FSclow e SSclow); III - população FSchigh e SSclow (CD19+CD11b+); IV - 
população FSclow e SSclow (CD19+CD11b+). 
* Os resultados das figuras III e IV foram analisados a partir dos “limites do FMO das células” e todos  
valores de fluorescência acima deste valor foram considerados verdadeiros positivos; assim, os  
“gates” das figuras III e IV representam valores positivos para a população CD19 e CD11b.  
 
 
 
 
Tabela 1: Imunofenotipagem das células do sobrenadante da cultura de 4 dias de células totais 
aderentes peritoneais = linfócitos B-1 
 
Linfócitos B-1 CD19+CD11b+ 
FSchigh e SSclow 61,5% 

FSclow e SSclow 55.2% 

* Os resultados estão apresentados como porcentagem de células positivas. 
 
 
 
Tabela 2: Imunofenotipagem das células do sobrenadante da cultura de 4 dias de células totais 
aderentes peritoneais = linfócitos B-1 estimulados com CFA de P. brasiliensis por período de 
24 horas  
 
Linfócitos B-1 CD19+CD11b+ 
FSchigh e SSclow 70% 

FSclow e SSclow 54% 

* Os resultados estão apresentados como porcentagem de células positivas. 
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4.4. Ensaio de proliferação celular de linfócitos B-1 

 
     Após a caracterização fenotípica das células do sobrenadante da cultura celular 

de 4 dias, das células totais aderentes peritoneais de camundongos BALB/c, como  

sendo a maioria linfócitos B-1, realizamos o ensaio de proliferação celular, utilizando 

esta população enriquecida de linfócitos B-1 a qual foi estimulada com diferentes 

concentrações de CFA (10 μg/mL, 20 μg/mL, 30 μg/mL), por períodos de 24 e 72 

horas. Como controle positivo as células foram estimuladas com 100ng/mL de LPS.  

     Os resultados demonstram que as concentrações de antígenos utilizadas não 

foram mitogênicas para estas células, pois não houve proliferação celular 

significativa nesta população celular após estímulo com CFA. 
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Figura 4: Proliferação celular de linfócitos B-1 estimulados com diferentes concentrações de 
CFA. Os linfócitos B-1 foram estimulados com diferentes concentrações de CFA (10 μg/mL, 20 
μg/mL, 30 μg/mL) pelos períodos de 24 horas e 72 horas (Figura 5). Como controle positivo, as 
células foram estimuladas com LPS. Os dados representam experimentos realizados em triplicata 
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4.5. Análise das moléculas co-estimuladoras e do MHC-II das células do 

sobrenadante da cultura celular de 4 dias de células totais aderentes 

peritoneais de camundongos BALB/c, após estímulo com CFA de P. 

brasiliensis 

  

 
     Após caracterizarmos as células do sobrenadante da cultura celular de 4 dias das 

células totais aderentes peritoneais como sendo a maioria linfócitos B-1, analisamos 

a expressão das suas moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 e a expressão de 

MHC-II. A população FSchigh e SSclow apresentou alta expressão de CD80 (97,4%) 

(Figura 5 A − III); não houve expressão significativa de CD86 (19,7%) (Figura 6 A − 

III). Em relação à expressão de MHC-II, 100% das células expressam MHC-II, sendo 

que esta população foi dividida em uma população positiva mais high e uma 

população positiva mais low (Figura 7 A − III). A população FSclow e SSclow  

apresentou alta expressão de CD80 (89,6%) (Figura 5 A − IV); não houve expressão 

significativa da molécula co-estimuladora CD86 (6,5%) (Figura 6 A − III). Em relação 

à expressão de MHC-II, 100% das células expressaram MHC-II, sendo que esta 

população foi dividida em uma população positiva mais high e uma população 

positiva mais low (Figura 7 A − IV). Os dados da análise fenotípica destas células 

podem ser melhor observados na Tabela 3 (análise fenotípica dos linfócitos B-1 sem 

estímulo).  

      Analisamos a expressão das moléculas co-estimuladoras e a expressão de 

MHC-II, destas células, após estímulo de 24 horas com CFA de P. brasiliensis 

(Figura 5 B, Figura 6 B e Figura 7 B). Os resultados demonstram que não houve 

alteração significativa nas moléculas de superfície destas células após estímulo com 

CFA de P. brasiliensis. Os dados da análise fenotípica destas células podem ser 
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melhor observados na Tabela 4 (análise fenotípica dos linfócitos B-1, após estímulo 

de 10 ng/mL de CFA de P.b). 
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III A - células sem estímulo 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B - células estimuladas com 10ng/mL de CFA 
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Figuras 5: Caracterização da expressão das moléculas de superfície das células do 
sobrenadante da cultura celular de 4 dias das células totais aderentes peritoneais de 
camundongos BALB/c sem estímulo (Figura 5 A) e com estímulo de 10ng/mL (Figura 5 B) de 
CFA de P. brasiliensis. Através de citometria de fluxo, analisamos a expressão de CD80. A leitura 
das amostras foi realizada no aparelho FACS e os dados foram analisados no software FlowJo. A 
metodologia utilizada na análise foi de quadrantes para determinar as populações celulares. I - 
células do sobrenadante da cultura celular (4 dias) de células totais aderentes peritoneais, marcadas 
com Iodeto de Propídio; II - células vivas, divididas em duas populações: uma população FSchigh e 
SSclow e uma população  FSclow e SSclow); III - população FSchigh e SSclow (CD80); IV - população 
FSclow e SSclow (CD80). 
* Os resultados das figuras III e IV foram analisados a partir dos “limites do FMO das células” e todos 
os valores de fluorescência acima deste valor foram considerados verdadeiros positivos; assim, as 
figuras III e IV estão dividas em quadrantes, dividindo a população em negativa (FMO) e positiva. 
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Figuras 6: Caracterização da expressão das moléculas de superfície as células do 
sobrenadante da cultura celular de 4 dias das células totais aderentes peritoneais de 
camundongos BALB/c sem estímulo (Figura 6 A) e com estímulo de 10ng/mL (Figura 6 B) de 
CFA de P. brasiliensis. Através de citometria de fluxo, analisamos a expressão de CD86. A leitura 
das amostras foi realizada no aparelho FACS e os dados foram analisados no software FlowJo. A 
estratégia utilizada na análise foi de gating para determinar as populações celulares. I - células do 
sobrenadante da cultura celular (4 dias) de células totais aderentes peritoneais, marcadas com Iodeto 
de Propídio; II - células vivas, divididas em duas populações: uma população FSchigh e SSclow e uma 
população  FSclow e SSclow) III - população FSchigh e SSclow (CD86); IV - população FSclow e SSclow 

(CD86). 
* Os resultados das figuras III e IV foram analisados a partir dos “limites do FMO das células” e todos 
os valores de fluorescência acima deste valor foram considerados verdadeiros positivos; assim, os 
gates das figuras III e IV representam valores negativos (FMO) para a população CD86, somente os 
valores acima destes gates são considerados positivos. 
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A - Células sem estímulo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
B - Células estimuladas com 10 ng/mL de CFA 
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Figuras 7: Caracterização da expressão das moléculas das células de superfície do 
sobrenadante da cultura celular de 4 dias das células totais aderentes peritoneais de 
camundongos BALB/c sem estímulo (Figura 7 A) e com estímulo de 10ng/mL (Figura 7 B) de 
CFA de P. brasiliensis. Através de citometria de fluxo, analisamos a expressão de MHC-II. A leitura 
das amostras foi realizada no aparelho FACS e os dados foram analisados no software FlowJo. A 
metodologia utilizada na análise foi de quadrantes para determinar as populações celulares. I - 
células do sobrenadante da cultura celular (4 dias) de células totais aderentes peritoneais, marcadas 
com Iodeto de Propídio; II - células vivas, divididas em duas populações: uma população FSclow e 
SSclow e uma população  FSchigh e SSclow); III - população FSchigh e SSclow (MHC-II); IV - população 
FSclow e SSclow (MHC-II). 
 * Os resultados das figuras III e IV foram analisados a partir dos “limites do FMO das células” e todos  
valores de fluorescência acima deste valor foram considerados verdadeiros positivo; assim, os gates 
das figuras III e IV representam valores positivos para a população MHC-II, onde temos duas 
populações positivas MHC-IIhigh e MHC-IIlow. 

   

 
 
 
Tabela 3: Imunofenotipagem das células do sobrenadante da cultura de 4 dias de células totais 
aderentes peritoneais = linfócitos B-1 
 
Linfócitos B-1 CD80+ CD86+ MHC-II+ 
FSchigh e SSclow 97.4% 19.7% 100% (dividida em 

duas populações 
positivas: MHC-IIhigh: 
80.9%, MHC-IIlow: 
15,9% 

FSclow e SSclow 89,6% 6,5% 100%(dividida em duas 
populações positivas: 
MHC-IIhigh: 62,5%, 
MHC-IIlow: 32,4% 

* Os resultados estão apresentados como porcentagens de células positivas. 
 
 
Tabela 4: Imunofenotipagem das células do sobrenadante da cultura de 4 dias de células totais 
aderentes peritoneais = linfócitos B-1 estimulados com CFA de P. brasiliensis por período de 
24 horas 

 

 
Linfócitos B-1 CD80+ CD86+ MHC-II+ 
FSchigh e SSclow 96,7% 26,7% 100% (dividida em 

duas populações 
positivas: MHC-IIhigh: 
89,9%, MHC-IIlow: 
8,99% 

FSclow e SSclow 90,1% 6% 100%(dividida em duas 
populações positivas: 
MHC-IIhigh: 64,5%, 
MHC-IIlow: 33,3% 

* Os resultados estão apresentados como porcentagens de células positivas. 
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4.6. Quantificação de citocinas produzidas por linfócitos B-1, após estímulo 

com CFA de P. brasiliensis 

     As citocinas IL-10, TNF-α, IL-4 e IFN-γ foram quantificadas a partir do 

sobrenadante de cultura de linfócitos B-1 obtidos de camundongos BALB/c. As 

células foram estimuladas com diferentes concentrações de CFA por 24 horas. Logo 

em seguida, a placa foi centrifugada e o sobrenadante recolhido para a quantificação 

das citocinas pelo método ELISA de captura. Como controle positivo, as células 

foram estimuladas com LPS por 24 horas. 

     Os resultados demonstram que os linfócitos B-1, sem nenhum estímulo, 

secretaram IL-10 e TNF- α (figura 8); quando estas células foram estimuladas com 

CFA, observamos que os valores aumentam significativamente, quando comparados 

com as células sem estímulo. Não foram observados valores significativos na 

secreção de IL-4 e de IFN-γ por linfócitos B-1, mesmo quando estimulados com CFA 

(dados não mostrados). 
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Figuras 8: Produção de citocinas IL-10 e TNF-α por linfócitos B-1 estimulados com CFA de P. 
brasiliensis por 24 horas. Após 24 horas de cultura celular de linfócitos B-1 com diferentes 
concentrações de CFA (5ng/mL, 100ng/mL, 1μg/mL, 2μg/mL e 5μg/mL),  o sobrenadante foi recolhido 
e utilizado nos experimentos para a quantificação das citocinas IL-10 e TNF-α por ELISA de captura. 
Como controle positivo as células foram estimuladas com 100ng/mL de LPS. Os valores são 
significativos comparando linfócitos B-1 sem estímulo e linfócitos B-1 com estímulo (CFA). Os 
experimentos foram realizados em triplicata , *p < 0,05. 
 
 

4.7. Resposta proliferativa de células TCD4+ in vitro na presença de linfócitos 

B-1 e CFA 

     Células TCD4+ , purificadas de linfonodos poplítios e inguinais de camundongos 

BALB/c previamente imunizados com CFA de P.brasiliensis e adjuvante completo de 

Freud, foram cultivadas na presença de linfócitos B-1 e em seguida estimuladas com 

diferentes concentrações de CFA. Como controle positivo, utilizamos o mitógeno 

fitoemaglutinina (PHA) (20µg/mL). 

     Os resultados mostraram aumento significativo da proliferação de células TCD4+, 

quando estas foram cultivadas na presença de células B-1 e CFA, sugerindo que os 

linfócitos B-1 apresentaram o antígeno (CFA) a linfócitos T CD4+ previamente 

sensibilizados. 
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Figura 9: Ensaio de linfoproliferação de linfócitos T CD4+. Células TCD4+ purificadas de 
linfonodos poplítios e inguinais de camundongos BALB/c, previamente imunizados com CFA, foram 
cultivadas in vitro na presença de linfócitos B-1 e estimuladas com diferentes concentrações do 
antígeno. Como controle positivo, utilizamos fitoemaglutinina (PHA). Os valores são significativos, 
comparando linfócitos B-1 e TCD4+ sem estímulo com linfócitos B-1 e TCD4+ com estímulo de CFA. 
Os experimentos foram realizados em triplicata com *p<0,05. 
 

4.8. Expressão de mRNA de TLR-2, TLR-4, MyD88 e IL-10 em linfócitos B-1 

estimulados com CFA  

     Sabemos que os receptores do tipo toll são importantes no reconhecimento de 

alguns fungos e no direcionamento da resposta imune. Por isso, analisamos a 

expressão dos receptores do tipo toll (TLR-2 e TLR-4), a expressão da molécula 

adaptadora MyD88 e a expressão de IL-10 por RT-PCR em linfócitos B-1 (obtidos 

por metodologia já descrita) estimulados com 0,5 μg/mL de CFA por 4 horas. 

Primeiramente, foi realizada a extração de RNA total, a síntese de cDNA e RT-PCR 

semiquantitativo. Como controle utilizamos HPGRT, presente em todas células 

eucariontes. 

     Os resultados mostraram que os linfócitos B-1, sem estímulo (1) e com estímulo 

(2), expressam TLR-2, MyD88 e IL-10. Porém, não observamos a expressão de 

TLR-4 em linfócitos B-1, mesmo quando estimulados com CFA. Para avaliar se o 

primer de TLR-4 estava realmente funcionando, realizamos ensaios com macrófagos 
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estimulados com LPS, e nossos resultados mostraram expressão de TLR-4 (dados 

não mostrados).  

 
                                1            2                      3              

       TLR-2                              

       TLR-4                                                                               

        IL-10                                   

  MyD-88                 
                

 
 
Figura 10: Expressão de TLR-2, TLR-4, MyD88 e IL-10. Analisamos a expressão de TLR-2, TLR-4, 
MyD88 e IL-10 por RT-PCR, em linfócitos B-1 sem estímulo (1) e com estímulo de CFA (2). Como 
controle, utilizamos HPGRT (3), presente em todas as células eucariontes. 
 

4.9. Análise da população de linfócitos B-1 da cavidade peritoneal de 

camundongos BALB/c estimulados ip com leveduras de P. brasiliensis 

     De acordo com os resultados obtidos até o momento, foi possível observar 

intensa interação entre antígenos de P. brasiliensis com linfócitos B-1 in vitro. Porém 

não sabíamos se essa interação também poderia ocorrer in vivo. Para isso, 

realizamos ensaios de infecção in vivo, na cavidade peritoneal de camundongos 

BALB/c, com leveduras de P. brasiliensis; em seguida, analisamos a população de 

linfócitos B-1 da cavidade peritoneal por citometria de fluxo. Nossos resultados 

demostraram que após 1 hora de infecção os linfócitos B-1 não respondiam ao 

estímulo (controle PBS: figura 11 A; infectados com leveduras de P. brasiliensis: 

figura 11 B); porém, após 5 horas de estímulo, ocorreu significante diminuição na 

população de linfócitos B-1 da cavidade peritoneal (controle PBS: figura 11 C; 
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infectados com leveduras de P. brasiliensis: figura 11 D); essa diminuição 

permanecia pelos períodos de 24 horas (controle PBS: figura 11 E; infectados com  

leveduras de P. brasiliensis: figura 11 F) e de 7 dias (controle PBS: figura 11 G; 

infectados com  leveduras de P. brasiliensis: figura 11 H) após a infecção. Os 

resultados podem ser também observados na Tabela 5. 
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Figuras 11: Análise da população de linfócitos B-1 da cavidade peritoneal de camundongos 
BALB/c após estímulo ip com leveduras de P. brasiliensis. Foi realizada infecção ip com 
leveduras de P. brasiliensis e após 1 hora (A - controle PBS, B - infectado com P. brasiliensis), 5 
horas (C - controle PBS, D - infectado com P. brasiliensis), 24 horas (E - controle PBS, F - infectado 
com P. brasiliensis) e 7 dias (G - controle PBS,  H - infectado com P. brasiliensis), foram realizadas 
lavagens na cavidade peritoneal para a obtenção das células totais peritoneais e foi realizada a 
marcação para analisar a população de linfócitos B-1: I - Células totais de peritônio de camundongos 
BALB/c; II - Análise da população FSchigh e SSclow de linfócitos B-1 presente nas células totais de 
peritônio utilizando os marcadores CD19 e CD11b; III - Análise da população FSclow e SSclow linfócitos 
B-1 presente nas células totais de peritônio utilizando os marcadores CD19 e CD11b. 
 
 
 
Tabela 5: Quantificação de linfócitos B-1 CD19+CD11b+ (definidos por citometria de fluxo) da 
cavidade peritoneal de camundongos BALB/c após infecção ip com leveduras de P. 
brasiliensis 
 
Linfócitos B-1 FSchigh e SSclow FSclow e SSclow 
CD19+CD11b+ (Controle 
PBS 1 hora)  

55,6% 43,7% 

CD19+CD11b+ (Infectado 
P. brasiliensis 1 hora) 

53,4% 33,3% 

CD19+CD11b+ (Controle 
PBS 5 horas) 

50,1% 18,8% 

CD19+CD11b+ (Infectado 
P. brasiliensis 5 horas) 

11,9% 6,44% 

CD19+CD11b+ (Controle 
PBS 24 horas) 

56,3% 43,7% 

CD19+CD11b+ (Infectado 
P. brasiliensis 24 horas) 

16,8% 12,1% 

CD19+CD11b+ (Controle 
PBS 7 dias)  

45,4% 20,1% 

CD19+CD11b+ (Infectado 
P. brasiliensis 7 dias) 

23% 14,4% 
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4.10. Análise da população de linfócitos B-1 da cavidade peritoneal e do baço 

de camundongos CBA/N Xid, reconstituídos com linfócitos B-1 e infectados ip 

com leveduras de P. brasiliensis  

      Para melhor compreendermos a migração dos linfócitos B-1 da cavidade 

peritoneal, utilizamos camundongos deficientes destas células (CBA/N Xid). Foi 

realizada a reconstituição da cavidade peritoneal destes camundongos com 

linfócitos B-1 obtidos de camundongos CBA. Após a reconstituição do peritônio, os 

camundongos foram infectados ip com leveduras do P. brasiliensis. Em seguida, as 

células da cavidade peritoneal e do baço foram analisadas utilizando-se marcadores 

específicos para linfócitos B-1. 

      Os nossos resultados mostraram que após a infecção ip com leveduras de P. 

brasiliensis, não ocorreu alteração na população celular FSchigh e SSclow (segundo 

dados do nosso laboratório, esta população é considerada doublets de linfócitos B-1, 

ou seja, duas células B-1 fortemente aderidas entre si) (Figura 12 III - B), porém 

ocorreu diminuição na população FSclow e SSclow (considerada uma única célula de 

linfócito B-1) (Figura 12 III - C), quando comparadas com a população celular de 

animais controle (Figura 12 II - B e 12 II - C). De acordo com estes resultados, foi 

possível observar diminuição dos linfócitos B-1 singlets (FSclow e SSclow) da cavidade 

peritoneal apos infecção ip com leveduras de P. brasiliensis, sugerindo que estas 

células migram para outros órgãos. O resultado da caracterização de linfócitos B-1 

da cavidade peritoneal pode ser verificado na Tabelas 6 (quantificação da população 

de linfócitos B-1 da cavidade peritoneal). 
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Figura 12: Análise da população de linfócitos B-1 da cavidade peritoneal de camundongos 
CBA/N Xid, reconstituídos com linfócitos B-1 e infectados ip com leveduras de P. brasiliensis). 
I - A) Células totais do peritônio de camundongos CBA/N Xid (PBS): FSchigh e SSclow (duplas de 
linfócitos B-1) e FSclow e SSclow (uma única célula B-1); I - B) população de linfócitos B-1 FSchigh e  
SSclow (IgM+CD11b+); I - C) população de linfócitos B-1 FSclow e SSclow (IgM+CD11b+); II - A) Células 
totais do peritônio de camundongos CBA/N Xid (reconstituídos com linfócitos B-1): FSchigh e SSclow;  
FSclow e SSclow; II - B) população de linfócitos B-1 FSchigh e SSclow (IgM+CD11b+); II - C) população de 
linfócitos B-1 FSclow SSclow (IgM+CD11b+); III - A) Células totais do peritônio de camundongos CBA/N 
Xid (reconstituídos com linfócitos B-1) e infectados ip com leveduras do P. brasiliensis: FSchigh e 
SSclow; FSclow e SSclow; III - B) população de linfócitos B-1 FSchigh e SSclow (IgM+CD11b+); III - C) 
população de linfócitos B-1 FSclow e SSclow (IgM+CD11b+). 
 

 

 

Tabela 6: Quantificação de linfócitos B-1 IgM+CD11b+ (definidos por citometria de fluxo) da 
cavidade abdominal de camundongos CBA/N Xid (PBS), CBA/N Xid (reconstituídos com 
linfócitos B-1), CBA/N Xid (reconstituídos com linfócitos B-1 e infectados ip com leveduras de 
P. brasiliensis). 
 
Linfócitos B-1 FSchigh, SSclow FSclow, SSclow 
IgM+CD11b+ (CBA/N Xid 
(PBS)) 

3,82% 3,24% 

IgM+CD11b+ (CBA/N Xid 
(reconstituídos com 
linfócitos B-1) 

8,77% 15% 

IgM+CD11b+ (CBA/N Xid 
(reconstituídos com 
linfócitos B-1 e 
infectados ip com 
leveduras de P. 
brasiliensis)) 

8,62% 8,58% 
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     Analisamos a população de linfócitos B-1 do baço destes animais e foi possível 

observar aumento na população de linfócitos B-1, após estímulo ip com leveduras de 

P. brasiliensis (Figura 13 III - B), quando comparados com o controle (Figura 13 II - 

B), sugerindo, então, que após estímulo ip, os linfócitos B-1 (FSclow e SSclow = 

singlets) migram da cavidade peritoneal para o baço. O resultado da caracterização 

de linfócitos B-1 do baço pode ser verificado na Tabela 7 (quantificação da 

população de linfócitos B-1 do baço). 
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Figura 13: Análise da população de linfócitos B-1 do baço de camundongos CBA/N Xid, 
reconstituídos com linfócitos B-1 e infectados com leveduras de P. brasiliensis. I - A) Células 
totais do baço de camundongos CBA/N Xid (PBS); I - B) população de linfócitos B-1 do baço 
(IgM+CD11b+); II - A) Células totais do baço de camundongos CBA/N Xid (reconstituídos com 
linfócitos B-1); II - B) população de linfócitos B-1 (IgM+CD11b+); III - A) Células totais do baço de 
camundongos CBA/N Xid reconstituídos com linfócitos B-1 e infectados ip com leveduras do P. 
brasiliensis; III - B) população de linfócitos B-1 (IgM+CD11b+). 
 
 
 
Tabela 7: Quantificação de linfócitos B-1 IgM+CD11b+ (definidas por citometria de fluxo) do 
baço de camundongos CBA/N Xid (PBS), CBA/N Xid (reconstituídos com linfócitos B-1), CBA/N 
Xid (reconstituídos com linfócitos B-1 e infectados ip com leveduras de P. brasiliensis) 
 
Linfócitos B-1  
IgM+CD11b+ (CBA/N Xid (PBS)) 2,51% 
IgM+CD11b+ (CBA/N Xid 
(reconstituídos com linfócitos B-1) 

3,31% 

IgM+CD11b+ (CBA/N Xid 
(reconstituídos com linfócitos B-1 
e infectados ip com leveduras de 
P. brasiliensis)) 

9,48% 
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4.11. Análise de células T regulatórias do baço de camundongos CBA/N Xid 

reconstituídos com linfócitos B-1 e infectados ip com leveduras de P. 

brasiliensis  

     Após analisarmos a migração de linfócitos B-1 da cavidade peritoneal para o 

baço, observamos que ocorria pequeno aumento no número de células T 

regulatórias (CD4+CD25+Foxp3+) neste órgão. Os dados podem ser observados na 

Tabela 8 (análise de células T regulatórias no baço). 

 I - Células totais do baço 
de camundongos CBA/N 
Xid (reconstituídos com 
linfócitos B-1) 

II - Células totais do baço de 
camundongos CBA/N Xid 
(reconstituídos com linfócitos 
B-1) e infectados ip com 
leveduras do P. brasiliensis
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Figura 14: Análise da população de células T com fenótipo de célula T regulatória do baço de 
camundongos CBA/N Xid, reconstituídos com linfócitos B-1 e infectados com leveduras de P. 
brasiliensis. I - A) células do baço de camundongos CBA/N Xid (reconstituídos com linfócitos B-1); I - 
B) população de linfócitos CD4+; I - C) população de linfócitos CD25+Foxp3+; II - A) células do baço 
de camundongos CBA/N Xid reconstituídos com linfócitos B-1 e infectados com leveduras do P. 
brasiliensis; II - B) população de linfócitos CD4+; II - C) população de linfócitos CD25+Foxp3+. 

 
Tabela 8: Caracterização de células T regulatórias CD4+CD25+Foxp3+ (definidas por citometria 
de fluxo) do baço de camundongos CBA/N Xid (reconstituídos com linfócitos B-1), CBA/N Xid 
(reconstituídos com linfócitos B-1 e infectados ip com leveduras de P. brasiliensis) 
 
% de células  
CD4+CD25+Foxp3+ (CBA/N Xid 
(reconstituídos com linfócitos B-1) 

0,16% 

CD4+CD25+Foxp3+ (CBA/N Xid 
(reconstituídos com linfócitos B-1 e 
infectados ip com leveduras de P. 
brasiliensis)) 

1,51% 
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5. DISCUSSÃO 
 
     Vários dados na literatura têm relacionado a participação de linfócitos B-1 com 

diferentes fenômenos imunológicos, tanto na resposta imune inata quanto na 

resposta imune adaptativa. No intuito de melhor entendermos a ativação de resposta 

imune eficaz contra fungos patogênicos, optamos neste trabalho por estudar a 

interação entre os linfócitos B-1 e o CFA do P. brasiliensis, uma vez que este 

expressa muitas moléculas antigênicas que podem ser reconhecidas pelo sistema 

imune. 

      San-Blas (1993) realizou um estudo no qual foi determinado que o polimorfismo 

do P. brasiliensis pode ser controlado pela síntese dos polissacarídeos, como os 

glucanos. O α-glucano é o principal polissacarídeo presente nas paredes celulares 

de leveduras, enquanto que na forma miceliana o β-glucano é o único polissacarídeo 

da categoria encontrado. Este pesquisador demonstrou também que as cepas mais 

virulentas do P. brasiliensis apresentam menor quantidade de β-glucano na 

composição de suas paredes, ao contrário das cepas com baixa virulência, que 

apresentam grande quantidade desse carboidrato e induzem à resposta inflamatória 

bastante intensa. 

     Estudos indicaram que o P. brasiliensis produz melanina, um fator importante 

relacionado com a virulência de vários outros patógenos. Estas informações nos 

sugerem que a composição da parede celular do P. brasiliensis pode estar 

relacionada com a modulação da resposta imune do hospedeiro, uma vez que estes 

componentes, em proporções variáveis, podem interagir com diferentes receptores 

da resposta imune inata, direcionando o sistema de defesa (MORAES & 

SCHAFFER, 2002). 
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     Uma vez que o P. brasiliensis é um fungo dimórfico e a mudança da forma 

miceliana para a forma de levedura é essencial para que a infecção seja bem 

sucedida (Revisado por BRUMMER et al., 1993), optamos, neste trabalho, por 

utilizar uma preparação antigênica do P. brasiliensis obtida de sua superfície 

leveduriforme, denominada de CFA (antígeno livre da parede do fungo). 

     Primeiramente, para garantir que a população celular obtida do sobrenadante da 

cultura celular de 4 dias de células totais aderentes peritoneais de camundongos 

BALB/c fosse constituída basicamente de linfócitos B-1, realizamos a análise  

fenotípica e funcional destas células. A análise fenotípica foi realizada pela técnica 

de citometria de fluxo e os dados foram analisados utilizando-se os parâmetros FSc 

e SSc.  

     De acordo com dados preliminares descritos em nosso laboratório, sabemos que 

as células B-1 CD11b+ são maiores, mais granulosas e expressam mais IgM e 

menos IgD de superfície quando comparadas com as células B-1 CD11b-. Estes 

linfócitos B-1 CD11b+ iniciam a formação de doublets (duas células B-1 fortemente 

aderidas entre si) presentes em grande concentração no peritônio de camundongos 

adultos (GHOSN, 2008). Assim, observamos em nossos resultados que os linfócitos 

B-1 da cavidade peritoneal são divididos em duas populações celulares. A primeira 

população, descrita pelos parâmetros FSChigh e SSclow, que representa duplas de 

linfócitos B-1 (duas células fortemente aderidas entre si) e a populção FSclow e 

SSclow, que representa singlets (uma única célula) de linfócitos B-1. Após a análise 

foi possível constatar que aproximadamente 90% das células do sobrenadante da 

cultura celular de 4 dias de células totais aderentes peritoneais eram constituídas 

por linfócitos B-1. Não houve alteração significativa nas moléculas de superfície 

destas células após estímulo com CFA de P. brasiliensis. 
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     Os linfócitos B são considerados células apresentadoras profissionais pois são 

capazes de capturar partículas antigênicas através de um receptor de superfície de 

isotipo IgM e apresentar o antígeno via molécula MHC-II.  Está estabelecido que 

para se ter ativação de células T é necessária a interação TCR-MHC/peptídio, além 

do co-estímulo, fornecido por moléculas CD80/CD86 (LENSCHOW et al., 1986). Em 

2002, Vigna e colaboradores demostraram que células B-1b atuam como células 

apresentadoras de antígenos, expressando moléculas de MHC-II, CD80 e CD86, 

participando como ponte entre a resposta imune inata e a adaptativa. De acordo 

com estes dados, analisamos a expressão das moléculas co-estimuladoras CD80 e 

CD86 e da molécula MHC-II dos linfócitos B-1. Os resultados demonstram que os 

linfócitos B-1 expressam altos níveis de MHC-II (100%) e CD80 (90%). Contudo, não 

houve expressão significativa da molécula co-estimuladora CD86. Quando estas 

células eram mantidas em cultura com CFA por 24 horas, observamos que houve 

aumento de CD86 na população FSChigh e SSclow. Estes resultados demonstram que 

estas células apresentam ótimo fenótipo de célula apresentadora de antígeno. 

     Analisamos a capacidade proliferativa das células totais aderentes peritoneais de 

camundongos BALB/c e foi possível observar que, quando estas células foram 

estimuladas com CFA de P. brasiliensis, elas não proliferam no tempo zero; mas, no 

quarto e no sétimo dias, observamos proliferação celular significativa, principalmente 

quando utilizamos a concentração de 10µg/mL do CFA. Estes resultados podem ser 

devido à composição das células encontradas na cavidade peritoneal, uma vez que 

dados do nosso laboratório demonstram que as principais células encontradas na 

cavidade peritoneal são os linfócitos B-1, porém podem ser encontrados outros tipos 

celulares, como macrófagos, linfócitos B-2, células NK e pequena porcentagem de 

linfócitos T. Uma vez que o antígeno de P. brasiliensis interaja com receptores 

 82



 

destas células podem ocorrer a proliferação celular e a modulação da resposta 

imune do hospedeiro.  

     Após caracterizarmos o fenótipo das células do sobrenadante da cultura de 4 

dias  das células totais aderentes peritoneais, e observarmos que esta população é 

constituída basicamente de linfócitos B-1, realizamos o ensaio de proliferação celular 

apenas de linfócitos B-1 estimulados com CFA e observamos que a população 

enriquecida de linfócitos B-1 não foi capaz de proliferar, indicando que os 

componentes antigênicos do P. brasiliensis  não são mitógenos para essas células.  

     Por outro lado, como observamos na análise fenotípica dos linfócitos B-1 que 

estes podem atuar como células apresentadoras de antígeno, pois expressam 

CD80, CD86 e MHC-II, realizamos o ensaio de proliferação celular utilizando 

linfócitos B-1 (irradiados) como células APC e observamos proliferação celular dos 

linfócitos TCD4+ significativa, sugerindo, assim, que os linfócitos B-1 apresentam 

antígenos aos linfócitos TCD4+ e que a resposta da célula T seja iniciada pelo 

reconhecimento dos complexos peptídio-MHC na superfície desta APC, estimulando 

a resposta proliferativa dos linfócitos T. 

     Em relação às citocinas, que são proteínas importantes na determinação de uma 

resposta imune eficiente, analisamos a secreção de IL-10 e de TNF-α do 

sobrenadante da cultura de linfócitos B-1 sem nenhum estímulo e observamos que 

estas células secretam tanto IL-10 quanto TNF-α. Quando estas células foram 

estimuladas com CFA ou LPS, foi possível observar que os valores aumentaram 

significantemente. Estes resultados estão de acordo com a literatura, pois O’Garra 

(1992) demonstrou que os linfócitos B-1 secretam citocinas pró e anti-inflamatórias e 

dentre as citocinas comumente expressas por linfócitos B-1 estão IL-10 e TNF-α. 

Kawamura e Furue (1995) demonstraram que a expressão das moléculas co-
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estimuladoras B7.1 e B7.2 é modulada por várias citocinas Th1 e Th2, de modo que 

a IL-10 inibe a molécula CD86. Com base na literatura, poderíamos, em parte, 

justificar os resultados encontrados até o momento, pelas quais a alta produção de 

IL-10 pelos linfócitos B-1 poderia ter efeito autócrino de inibição da expressão de 

CD86.  

     Vários estudos associam a IL-10 à resposta deficiente ao P. brasiliensis. Altas 

concentrações de IL-10 são detectadas no sobrenadante de culturas de células 

mononucleares do sangue periférico de pacientes de PCM, quando estimuladas com 

antígeno de P.brasiliensis, enquanto em culturas de células de pacientes tratados os 

níveis são bem menores (DINIZ et al., 2001). Neworal et al. (2003) observaram 

aumento de citocinas anti-inflamatórias, como a IL-10 e o TGF-β, em linfonodos de 

pacientes com a forma juvenil da PCM, sugerindo que a estimulação da produção 

destes fatores pode representar um mecanismo de escape do fungo, tornando os 

macrófagos refratários aos efeitos estimuladores do IFN-γ e contribuindo para a 

evolução da doença. A IL-10 está envolvida na limitação de respostas inflamatórias 

e, portanto, é considerada uma citocina imunorreguladora. Além disso, está 

envolvida no processo de diferenciação das células T reguladoras (MOORE et al., 

2001; ASADULLAH et al., 2004). 

     Componentes estruturais altamente conservados presentes na parede das 

células fúngicas, como β-glucanas, quitina e manana, são críticos para o 

crescimento e a sobrevivência dos fungos e constituem PAMP ideais, reconhecidos 

por TLR expressos em fagócitos e células dendríticas. Estudos demonstram a 

importância do reconhecimento dos TLR e a consequente fagocitose de patógenos 

para a completa ativação das células, permitindo, assim, o desenvolvimento das 
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funções efetoras das células fagocíticas (BLANDER MEDZHITOV, 2006; BLANDER, 

2007).  

     Dados da literatura, demonstram que o reconhecimento de manana de Candida 

via TLR4 ativa a via de sinalização e de produção de quimiocinas, levando, então, à 

proteção do hospedeiro. Já o carboidrato glucana de Candida liga-se à dectina-1, 

ativa TLR2, induz citocinas anti-inflamatórias e, consequentemente, leva ao aumento 

da susceptibilidade (NETEA et al., 2004). 

     Dados do nosso laboratório, demonstrados por Ferreira et al. (2007), sugerem 

que a produção de TNF-α está diretamente ligada à expressão de TLR-4, enquanto 

que a produção de IL-10 está relacionada com o receptor TLR-2 e, 

consequentemente, com a susceptibilidade à paracoccidioidomicose. 

     O TLR-2 é um dos PRR com maior variedade de ligantes descritos, 

reconhecendo PAMP de diferentes tipos de patógenos, devido, em grande parte, a 

sua capacidade de agir em conjunto com outras moléculas de TLR, como  TLR-1 e 

TLR-6 (AKIRA e TAKEDA, 2004). Assim, o TLR-2 pode dar origem a diferentes tipos 

de resposta por parte das células que expressam essa molécula, originando tanto 

uma resposta pró-inflamatória (com produção de TNF-α), como respostas anti-

inflamatórias, principalmente pela indução da produção de IL-10, que podem ser 

utilizadas por alguns patógenos como mecanismos de escape (NETEA et al., 2006; 

PATHAK et al., 2007). 

     Devido à grande importância da produção dos receptores do tipo toll, neste 

trabalho analisamos a expressão de TLR-2, TLR-4, MyD88 e IL-10, por RT-PCR, dos 

linfócitos B-1 estimulados com CFA. Os nossos resultados mostraram expressão de 

TLR-2, MyD88 e IL-10 nas células B-1 com e sem estímulo. Não foi observada a 

expressão de TLR-4, mesmo quando estimulamos as células com 100 ng/mL de 
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LPS por 4 horas. Estes resultados podem estar relacionados com um dos 

mecanismos de escape de certos fungos patogênicos por TLR, pela 

imunossupressão mediada por TLR-2, através da indução da produção de IL-10, que 

podem ser utilizadas por alguns patógenos como possível mecanismo de escape, 

favorecendo a sobrevivência do fungo e levando à susceptibilidade à 

paracoccidioidomicose. 

          Uma importante característica identificada nas células B-1 foi sua capacidade 

de migrar de seus compartimentos específicos (peritônio) até o local de uma 

inflamação aguda não específica, mostrada por Almeida et al. (2001). Outra 

evidência da migração destas células B-1 é a considerável diminuição destes 

linfócitos na cavidade peritoneal e o aumento de ambas, B-1 e B-2, no baço após 

uma infecção (HERZENBERG., 2000). 

      Yang et al. (2007) demonstraram que o LPS intravenoso é capaz de induzir a 

migração de células B-1 do peritônio para o baço. Estas células recém-migradas 

expressam CD11b nos mesmos níveis detectados nas células B-1 que estão no 

peritônio. Diferentemente das células B-1 residentes no baço, as quais transforman-

se em plasmócitos logo nas primeiras horas após o estímulo, as células B-1 que 

migram do peritônio para o baço precisam iniciar o processo de proliferação celular 

para depois transformarem-se em plasmócitos. Mediante estímulo inflamatório, 

como, por exemplo, injeção de 15 μg de LPS por via intravenosa (iv), as células do 

peritônio são rapidamente atingidas e respondem em poucos minutos. Já na 

primeira hora, as células B-2 desaparecem do peritônio; logo em seguida, 

desaparecem também alguns macrófagos e células T. Apenas após 4 horas de 

estímulo in vivo é que os linfócitos B-1 começam a desaparecer e este processo 

deve estar relacionado com a sua migração para outros órgãos, já que, 
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concomitantemente, aumenta o número absoluto de células B-1 no baço (GHOSN, 

2008). Esta capacidade de migração nos despertou o interesse do papel que estas 

células desenvolveriam na inflamação.  

     Por isso, analisamos a capacidade de migração dos linfócitos B-1 da cavidade 

peritoneal de camundongos BALB/c após estímulo ip com leveduras de P. 

brasiliensis, uma vez que dados da literatura demonstram a capacidade destas 

células em migrarem de seus compartimentos específicos para órgãos linfóides 

secundários. Em nossos resultados, foi possível demonstrar que os linfócitos B-1 da 

cavidade peritoneal de camundongos BALB/c, após serem infectados ip com 

leveduras de P. brasiliensis, não respondem depois de 1 hora de estímulo, mas, 

após 5 horas, 24 horas e 7 dias da infecção, observarmos que estas células 

respondiam rapidamente ao estímulo, pois, passadas 5 horas da infecção, foi 

possível observar grande diminuição na população de linfócitos B-1 da cavidade 

peritoneal, mantendo-se por pelo menos 7 dias.  

     De acordo com estes resultados, nós nos indagamos para qual órgão estas 

células poderiam estar migrando e qual o papel que estariam desenvolvendo na 

resposta imune. Em busca de respostas, reconstituímos a cavidade peritoneal de 

camundongos CBA/N Xid (camundongos desprovidos de linfócitos B-1) com 

linfócitos B-1 e, após o período de 24 horas, os animais foram infectados 

intraperitonealmente com leveduras de P. brasiliensis. Após 5 horas, foram 

realizadas lavagens na cavidade peritoneal e foi retirado o baço destes animais. Os 

resultados demonstraram que não houve alteração na população FSchigh e SSclow 

(duplas de linfócitos B-1), porém ocorreu diminuição na população FSclow e SSclow 

(única célula de linfócito B-1), indicando que estas células estariam migrando para 

outros órgãos. Assim, analisamos a população de linfócitos B-1 do baço e 
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observamos aumento destas células neste órgão, sugerindo que, após 5 horas de 

estímulo ip com leveduras de P. brasiliensis, os linfócitos B-1 FSclow e SSclow (únicas 

células de linfócitos B-1) migram da cavidade peritoneal para o baço.  

     Um estudo publicado recentemente mostrou que a expressão de CD11b nas 

células apresentadoras de antígenos (APC) facilita a indução de tolerância periférica 

e a geração de linfócitos T reguladores (Treg) (EHIRCHIOU et al., 2007). 

Considerando que o linfócito B-1, assim como toda célula B, pode agir como uma 

APC, poder-se-ia especular que o subtipo de B-1, que expressa CD11b, pode 

representar, de fato, um subtipo funcional de célula B, responsável pela indução de 

uma determinada resposta imune adaptativa. Zhong et al. (2007) demonstraram que 

o bloqueio da molécula CD86 em células B-1 é suficiente para que estas células 

comecem a induzir a proliferação e a diferenciação de células T reg. Na PCM, 

aparentemente, as células T reg naturais apresentam papel importante na supressão 

da resposta imunológica celular observada nos pacientes com a doença ativa. 

Cavassani (2006) e Moreira (2008) demonstraram que o número de células Treg 

aumenta em pacientes com a doença ativa, tanto na circulação periférica quanto em 

infiltrado dos tecidos. Outra característica que pode colaborar com a participação de 

células Treg na PCM é o fato de que pacientes com ambas as formas clínicas da 

doença apresentam produção elevada de IL-10 em relação aos indivíduos controles 

(OLIVEIRA et al., 2002; MAMONI & BLOTTA, 2005).  A IL-10 está envolvida na 

limitação de respostas inflamatórias e, portanto, é considerada uma citocina 

imunorreguladora. Além disso, está envolvida no processo de diferenciação das 

células T reguladoras (MOORE et al., 2001; ASADULLAH et al., 2004). 

     Netea et al. (2004) demonstraram que o número de células T regulatórias na 

circulação de camundongos TLR2-\-, mas não de TLR4-\-, era significantemente 
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reduzido quando comparado com animais controle. Sutmuller et al. (2006) 

demonstraram que o número de células T regulatórias CD4+CD25+ em 

camundongos TLR2-\- é significantemente reduzido quando comparado com 

camundongos controle, demonstrando, assim, uma ligação entre as células T 

regulatórias e TLR-2. 

    Considerando os dados da literatura,  em conjunto com os dados obtidos neste 

trabalho, no qual observa-se que os linfócitos B-1: a) expressam altos níveis de 

CD80 e MHC-II, b) possuem baixa expressão de CD86, c) secretam IL-10, d) 

expressam TLR-2, e) possuem capacidade de apresentar antígeno e f) demonstram 

capacidade de migrar do peritônio para o baço após estímulo ip, investigamos se os 

linfócitos B-1 poderiam ativar células T regulatórias. 

     Para avaliar a geração de células T com fenótipo de célula T reguladora, 

reconstituímos a cavidade peritoneal de camundongos CBA/N Xid (desprovidos de 

linfócitos B-1) com linfócitos B-1 e após 24 horas estes animais foram infectados ip 

com leveduras de P. brasiliensis. As células da cavidade peritoneal foram obtidas e 

marcadas para as moléculas de superfície CD4 e CD25 e para o fator de transcrição 

Foxp3. Após observarmos que estas células migravam da cavidade peritoneal para 

o baço, foi observado também que ocorria pequeno aumento no número de células 

T com fenótipo de célula T reguladora (CD4+CD25+Foxp3+) no baço.  

     Assim, de acordo com nossos resultados, podemos sugerir que a elevada 

produção de IL-10 por células B-1, mediada provavelmente pela ligação de TLR-2, 

juntamente com a capacidade dos linfócitos B-1 em ativar linfócitos T e sua 

capacidade de migrar do peritônio para o baço e ativar células T regulatórias, as 

quais têm a capacidade de suprimir uma resposta imune efetora, poderiam favorecer 

a sobrevivência de células fúngicas nos animais, levando à maior susceptibilidade à 
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doença. Essa hipótese também poderia ser justificada pelo maior controle da 

infecção de P. brasiliensis em camundongos Xid, de modo que estes animais, 

quando reconstituídos com linfócitos B-1, aumentam a susceptibilidade à infecção 

pelo P. brasiliensis. 
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6. CONCLUSÕES 
 
 → A população enriquecida de linfócitos B-1 não se prolifera em cultura celular após 

estímulo com CFA. 

→ Os linfócitos B-1 expressam CD80, CD86 e MHC-II, caracterizando um fenótipo 

de célula apresentadora de antígeno. Após estímulo com CFA, estas células foram 

capazes de estimular a proliferação de linfócitos TCD4. 

→ Quanto à produção de citocinas, os linfócitos B-1 secretam IL-10 e TNF-α; mas 

quando estas células são estimuladas com CFA os valores aumentam 

significantemente. 

→ Os linfócitos B-1, sem estímulo e com estímulo de CFA, expressam TLR-2, 

MyD88 e IL-10. Porém, não expressam TLR-4. 

→ Após estímulo ip com leveduras de P. brasiliensis., os linfócitos B-1 migram da 

cavidade peritoneal para o baço e induzem aumento na população de células 

CD4+CD25+Foxp3+. 

→ Os resultados sugerem que a elevada produção de IL-10 por células B-1, 

mediada provavelmente pela ligação de TLR-2, juntamente com a capacidade dos 

linfócitos B-1 em ativar linfócitos T e com a capacidade de migrar do peritônio para o 

baço e ativar células T regulatórias, poderiam favorecer a sobrevivência de células 

fúngicas nos animais, levando à maior susceptibilidade à doença. 
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