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RESUMO 

Os dermatófitos são um grupo de fungos que têm a capacidade de invadir o 
tecido queratinizado (pele, pêlos e unhas) de seres humanos e animais para produzir 
uma infecção denominada de dermatofitose. O Trichophyton rubrum é o principal 
patógeno causador de dermatofitose. As lesões causadas por estas espécies são 
crônicas e de carater pouco inflamatória. A doença apresenta evolução lenta e 
pacientes cronicamente infectados não respondem bem a terapia antifúngica. Assim 
como na maioria dos patógenos, o sistema imune inato é determinante na resposta 
antifúngica. Neutrófilos, macrófagos e células dendríticas constituem as células efetoras 
do sistema imune. 

A resposta imune aos dermatófitos ainda não está bem elucidada. Atualmente é 
aceito que a resposta imune mediada por célul?s é responsável pelo controle da 
infecção. Poucos estudos têm focado a resposta imune inata a esses fungos. Assim, 
fomos estudar a interação de células dendríticas de pacientes com dermatofitose com 
conídios de T rubrum. 

Nossos resultados mostraram que células dendríticas derivadas de monócitos 
(CDDM) foram capazes de fagocitar conídios de T rubrum e ainda verificamos que 
estas células permaneceram viáveis após fagocitose. Quando analisamos a viabilidade 
dos conídios de Trubrum, após 24 e 48 horas de interação com CDDM, verificamos 
que após 48horas houve um aumento no número de conídios viáveis quando estes 
foram fagocitados por células de pacientes, mostrando que CDDM de paciente não 
conseguem matar os conídios após fagocitose. Avaliamos a liberação de óxido nítrico 
por CDDM e a análise dos resultados mostrou que não houve diferença significativa na 
liberação de NO pela CDDM na presença de conídio de T rubrum. 

Analisamos a expressão de moléculas co-estimulatórias como CD80, CD86, 
CD83, CD40 e HLA-DR em pacientes com dermatofito~em indivíduos controle, 
observamos que não houve diferença na expressão dessas moléculas na presença de 
conídios de T rubrum quando comparadas com culturas de CDDM sem conídios. 
Entretanto, houve uma diminuição do número de células de pacientes que expressam 
estas moléculas na presença de conídio de T rubrum. Foi detectado um aumento 
significativo na secreção de TNF-a e de IL-12 pelas CDDM de pacientes quando em 
contato com conídio de Trubrum . 

Avaliamos a capacidade das CDDM de indíviduos controle e pacientes pulsadas 
com concentrações crescentes de tricofitina em ativar linfócitos T CD4 e também 
verificamos o perfil de citocinas secretadas pelos linfócitos T CD4 após proliferação. Os 
resultados demonstraram que as CDDM foram capazes de estimular a proliferação de 
linfócitos somente em pacientes com dermatofitose. Foi detectado um aumento 
significativo na secreção de IL-4 pelos L T CD4 de individuos controle. 

Nossos resultados sugerem uma diferença no perfil de secreção de citocinas em 
indivíduos controle e pacientes. Indíviduos controle não produzem IL-12 e estimulam 
preferencialmente linfócitos T CD4 secretores de IL-4. Por outro lado, células 
dendríticas de pacientes produzem IL-12 e induzem a ativação de linfócitos T 
produtores de IL-4 e IL-10. 

../ 

Palavras-chaves: Células dendríticas, Trichophyton rubrum, dermatofitose. 



Interaction of dendritic cells with conidia of Trichophyton rubrum. 

ABSTRACT 
The dermatophytes are a group of fungi that have the capacity to invade the 

keratinized tissue (skin , hair and nails) of humans and animais to produce an infection 
called dermatophytosis. The Trichophyton rubrum is the main causative pathogen of 
dermatophytosis. Injuries caused by these species are chronic inflammatory and little 
character. The disease shows slow evolution and chronically infected patients do not 
respond well to antifungal therapy. Like most pathogens, the innate immune system is 
crucial in the antifungal response. Neutrophils, macrophages and dendritic cells are the 
effector cells of the immune system. 

The immune response to dermatophytes is not yet well eluc,idated. Currently it is 
accepted that the immune response mediated by cells is responsible for controlling the 
infection. Few studies have focused on the innate immune response to these fungi. 
Thus , we study the interaction of dendritic cells from patients with dermatophytosis with 
conidia of T rubrum. Our results showed that dendritic cells derived from monocytes 
(CDDM) were capable of phagocytosed conidia of T rubrum and found that these cells 
remained viable after phagocytosis. When we analyze the viability of conidia of Trubrum 
after 24 and 48 hours of interaction with CDDM shows that after 48hours an increase in 
the number of viable conidia when they were phagocytized by cells of patients , showing 
that CDDM not kill the patient after the conidia phagocytosis. Evaluated the release of 
nitric oxide by CDDM and analysis of results showed that there was no significant 
difference in the release of NO by CDDM in the presence of conidia 
of Trubrum. 

We analyzed the expression of co-stimulatory molecules such as CD80, CD86, 
CD83, CD40 and HLA-DR in patients with dermatophytosis and in control subjects , we 
observed that there was no difference in expression of these molecules in the presence 
of conidia of T rubrum compared with cultures of CDDM without conidia . However, there 
was a decrease in the number of cells of patients who express these molecules in the 
presence of conidia of T rubrum. It was observed a significant increase in the secretion 
of TNF-a and IL-12 by CDDM of patients when in contact with conid ia of Trubrum. 
Evaluate the capacity of individuais to control and CDDM patients pulsed with increasing 
concentrations of trichophytin to activate CD4 T Iymphocytes and also see the profile of 
cytokines secreted by CD4 + T Iymphocytes after proliferation. The results showed that 
the CDDM were able to stimulate the proliferation of Iymphocytes only in patients with 
dermatophytosis. We observed a significant increase in the secretion of IL-4 by CD4 L T 
to control individuais. Our results suggest a difference in the profile of secretion of 
cytokines in control subjects and patients. Control subjects did not produce IL-12 and 
preferentially stimulate CD4 T Iymphocytes secreting IL-4. Furthermore, dendritic cells of 
patients produce IL-12 and induce the activation of T Iymphocytes producing IL-4 and 
IL-10. 

Keywords: dendritic cells , Trichophyton rubrum, dermatophytosis. 
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Introáução 9 

1. INTRODUÇÃO 

A expressão dermatofitose é utilizada para designar infecções de natureza 

fúngica causadas por dermatófitos que são um grupo de fungos taxonomicamente 

relacionados entre si , que em vida parasitária vivem à custa da queratina da pele, das 

unhas, dos cabelos e dos pêlos de seres humanos e animais (LACAZ, 2002). Eles 

estão entre os mais comuns agentes infecciosos do homem e não existem regiões 

geográficas ou povos que não sejam por eles afetados (RIPPON, 1982). 

A primeira descrição da origem fúngica das dermatofitoses foi em 1837, quando 

Robert Remak demonstrou estruturas fúngicas em pacientes com favus, infecção do 

couro cabeludo hoje atribuida ao Trichophyton schoenleini (KWON-CHUNG & 

BENNETT, 1992). O gênero Microsporum foi descrito em 1843 por Davi Gruby, o 

gênero Trichophyton pelo sueco Malmsten em 1845 e Epidermophyton individualizado 

por Sabouraud , em 1907 (LACAZ et ai , 2002) . 

O estudo sistemático dos dermatófitos teve início com os estudos de Sabourand 

em 1910. Inicialmente, foram descritas apenas as formas assexuadas ou imperfeitas 

(estado anamorfo) de tais micro-organismos, com numerosas espécies, algumas delas 

mal identificadas e com nomes duvidosos ou confusos (LACAZ et ai, 2002) . 

Graças, principalmente, à pesquisa de Raymond Vanbreuseghem, eminente 

micologista belga, vários dermatófitos passaram a ser isolados do solo , inclusive na sua 

forma sexuada ou perfeita (estado teleomorfo) , abrindo-se novos rumos para o estudo 

da genética de tais fungos. Rhoda Benham, Lucille K. Georg Pickard e Margarida Silva­

Hutner, a partir de 1950, começaram a estudar nutrição dos dermatófitos, identificando­

os com base em suas características fisiológicas, marco dos mais importantes na 

história dos dermatófitos. Emmons, em 1934, estabeleceu as bases taxonômicas da 

classificação dos mesmos (LACAZ et ai , 2002) . 

Os dermatófitos são fungos filamentosos pertencentes à classe Hiphomycetes e 

á família Moniliaceae, esse grupo de fungos representa 45 espécies agrupadas em três 

gêneros: Trichophyton , Microsporum e Epidermophyton , conforme estabelecido por 

Emmons em 1934, com base na morfologia dos esporos e outras estruturas (LACAZ et 

ai , 2002). 
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Filogeneticamente os dermatófitos sofreram um processo evolutivo longo que 

levou a adaptação ao parasitismo de espécies específicas, com perda progressiva da 

capacidade de reprodução sexuada. Nesse sentido, podem ser divididos em espécies 

primitivas (geofílicas) e espécies avançadas (antropofílicas) situando-se as zoofílicas 

em uma fase intermediária (CESTARI, 1990). 

A infecção pode ocorrer por contato direto com seres humanos, animais 

ou solo contaminado através de espécies antropofílicas, zoofílicas e geofílicas, 

respectivamente, ou por exposição de fômites contaminados. No homem, as espécies 

zoofílicas geralmente causam tinhas agudas bem delimitadas e de fácil tratamento, 

conferindo ao indivíduo certo grau de resistência à reinfecção. Já as espécies 

antropofílicas, especializadas para a vida parasitária e perfeitamente adaptadas ao 

tecido queratinizado humano, tendem a produzir reações menos inflamatórias e mais 

crônicas, sendo as responsáveis pela maioria dos casos de dermatofitose. (LOPÉZ­

MARTíNEZ et ai, 1994). As lesões causadas por essas espécies apresentam evolução 

lenta e os pacientes cronicamente infectados não respondem bem à terapia antifúngica. 

A maioria dos casos mostra que dois terços das espécies de dermatófitos associadas à 

doença causada em seres humanos são antropofílicas (ALMEIDA, 2007). 

O termo "tinha", originada na Idade Média, é utilizada para descrever as 

diferentes síndromes clínicas produzidas por dermatófitos, por designar, antigamente, 

as aberturas circulares produzidas em roupas por traças e que apresentam aspectos 

similares às lesões anelares da pele causadas por dermatófitos. Sendo assim, na 

clínica médica, as dermatofitoses recebem o nome da localização topográfica da 

doença em latim, conjugada à palavra tinha ou tinea. Como exemplos têm : tinea capitis, 

tinea corpo ris, tinea manum, tinea barbae, tinea unguium, tinea crusis e outros. 

(KONEMAN et ai, 2001). De maneira geral , no Brasil, a tinea capitis é a mais frequente 

em crianças até a puberdade, e o agente mais comum é o M. canis. Os outros tipos de 

tinea são mais frequentes em adultos e o agente mais prevalente é o T. rubrum 

(TRABULSI & AL TERTUM, 2005). 

As lesões causadas pelos dermatófitos têm início através da inoculação de um 

artroconídio ou fragmento de hifa depositado na pele, favorecida por uma escoriação ou 

lesão pré-existente. O fungo cresce de forma circular e centrífuga na camada córnea, 
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onde o indivíduo desenvolve uma reação inflamatória dependente do hospedeiro e 

virulência do fungo (ALMEIDA, 2007) . 

A queratina, proteína sulfatada com vários ácidos aminados, encontrada na pele, 

pêlo e unhas presta-se ao crescimento dos dermatófitos (LACAZ, 2002). A afinidade 

dos dermatófitos por queratina é uma condição essencial à sua existência. Esses 

fungos produzem queratinase e outras substâncias proteolíticas. Sugere-se que essas 

enzimas, difundidas através da epiderme sejam responsáveis pela reação inflamatória 

(ZAITZ, 1994). Os aspectos clínicos das lesões dermatofíticas são bastante variados e 

resultam da combinação de destruição da queratina associada a uma resposta 

inflamatória, mais ou menos intensa, na dependência do binômio parasitaI hospedeiro 

(SIDRIM & MOREIRA, 1999). 

O diagnóstico microbiológico dos agentes causadores de dermatofitoses é 

realizado, primeiramente, a partir da coleta do material clínico, como raspado das 

bordas das lesões ou da região subunguial e pêlos infectados, onde se encontra o 

fungo viável. A partir daí, faz-se uma análise no microscópio, do material biológico após 

clareamento com hidróxido de potássio 10% a 30% com ou sem dimetilsufóxido, 

observando a presença de hifas claras ramificadas septadas ou artrosporadas, sem, 

contudo, definir o agente etiológico. Para que a espécie seja identificada, é necessário 

o isolamento do fungo através da realização da cultura em ágar Sabourand-dextrose 

contendo ou não cloranfenicol ou cicloheximida como inbidores de possíveis 

contaminantes bacterianos ou fúng icos . Após 10-15 dias, em média, ocorre o 

crescimento de colônias cotonosas característica de bolor. É necessário também fazer 

microcultivo em lâmina a partir da colônia da cultura . A identificação de gênero e 

espécies é realizada pela análise microscópica, analisando a forma e disposição dos 

conídios (KONEMAN et ai , 2000) . 

Os dermatófitos constituem o grupo de fungos mais frequentemente 

isolados, estudos epidemiológicos indicam que as dermatofitoses estão entre as 

doenças mais comuns do mundo, sendo considerada o terceiro distúrbio de pele mais 

diagnósticado em crianças menores de 12 anos e o segundo na população adulta 

(ALMEIDA, 2007). A infecção por dermatófitos afeta aproximadamente 40% da 

população mundial e representa .30% de todas as infecções micóticas cutâneas. As 
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onicomicoses são as mais frequentes das doenças das unhas, representando de 18 a 

40% de todas as onicopatias (GUPTA et ai , 1998). 

A distribuição geográfica dos dermatófitos mostra-se bastante variável ; enquanto 

alguns são cosmopolitas, como T rubrum e T tonsuras, outros são mais restritos, e sua 

distribuição depende dos seguintes fatores: adaptação ao ambiente, deslocamento 

humano, convívio com animais domésticos, aspectos sócio-econômico, sexo, idade e 

imunidade do hospedeiro, promovendo, assim, variações no espectro destes fungos de 

região para região. 

Dentre estes fungos o Trichophyton rubrum é o principal agente causador de 

dermatofitoses, principalmente as crônicas e refratárias ao tratamento. O tratamento 

das infecções causadas por esse agente geralmente é realizado com antifúngicos de 

uso tópico, e muitas vezes uma regressão na lesão cria a falsa impressão de cura e 

logo que a medicação é suspensa ocorre a recaída (ZAITZ , 1992). 

Estudos epidemiológicos no Brasil têm mostrado o predomínio de T rubrum nos 

casos de dermatofitose. Em um trabalho realizado em Goiânia - GO, no período de 

1993 a 1997 foram descritos 1595 casos de dermatofitose, sendo que desses o T 

rubrum foi encontrado em 37,4% dos casos, seguido por T mentagrophytes (36,4%) e 

M. cannis (16%) (revisado por ALMEIDA, 2007). Foram analisados 15.300 casos 

suspeitos de dermatofitose no Laboratório de Micologia do Departamento de 

Dermatologia do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de 

São Paulo, durante o período de janeiro de 1992 a junho de 2002, desses 655 foram 

positivos para dermatófitos. ° T rubrum foi encontrado em 48,7% dos casos, seguido 

por M. cannis (20,9%), T tonsurans (13.8%), Tmentagrophytes (9.7%), E. fio ecos um 

(4.1 %) e M. gypseum (2.5%) (MARTINS et ai, 2003). Tavares da Silva (1998) estudou, 

em nosso meio, 105 casos de dermatofitose inguinal , verificando ser o T rubrum o 

agente etiológico mais frequentemente isolado (90%), seguido por T tonsuras (6%) e T 

mentagrophytes (4%) (SILVA-TAVARES et ai , 2001). 

Além de lesões cutâneas superficiais, os dermatófitos, principalmente os do 

gênero Trichophyton , podem provocar processos invasivos, atingindo a derme, a 

hipoderme e até órgãos profundos. Hoje em dia, com o emprego sistêmico ou local de 

corticóides em hospedeiros comprometidos , muitas dermatofitoses assumem 
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características aberrantes com localizações até viscerais provocadas principalmente por 

T. rubrum, T. violaceum e T. verrucosum (FERREIRA & ÁVILA, 2000). 

Uma das formas de acometimento profundo por dermatófito é o chamado 

granuloma tricofítico de Majocchi, trata-se de uma dermatofícia profunda, uma foliculite 

e periofoliculite granulomatosa , com nódulos e placas infiltradas quase sempre, 

provocadas pelo T. rubrum. Essa forma de granuloma, descrita em 1883 por Majocchi, 

pode ser nodular, isolada ou difusa. Os pacientes acometidos usualmente têm doença 

de base (LACAZ, 2002). Blank (1960) descreveu, em pacientes 

imuconocomprometidos, infecção acompanhada pela formação de numerosos nódulos 

subcutâneos e abscessos. A biópsia demonstrou a invasão dos tecidos por hifas, sendo 

o micro-organismo identificado como T. rubrum. 

Diversas situações ou condições clínicas dos pacientes podem predispor ao 

desenvolvimento da dermatofitose aguda ou crônica , envolvendo fatores cutâneos 

(umidade, abrasão e composição lipídica da pele, distúrbio na queratinização, doença 

vascular periférica , etc.) e fatores sistêmicos (diabetes, doença de Cushing , terapia com 

corticosteróide , atopia , alterações hematológicas, predisposição genética, etc.). O 

estudo desses fatores, juntamente com as características do fungo patogênico e 

aspectos imunológicos do paciente, tem permitido o melhor conhecimento dessa 

relação parasita-hospedeiro nas infecções dermatofíticas (LACAZ et ai , 2002). 

Os primeiros estudos sobre a resposta imunológica causada no homem pela 

infecção por dermatófitos foram feitos por Bloch em 1928 (GRAPPEL et ai , 1974). Na 

atualidade, após numerosos trabalhos , está claramente demonstrado que, apesar das 

dermatofitoses serem infecções superficiais, seus agentes são capazes de induzir 

resposta imunológica, tanto na infecção experimental, como natural em animais e no 

homem (ZAITZ, 1994). 

O antígeno de dermatófito mais utilizado em estudos imunológicos é um antígeno 

bruto denominado tricofitina (ZAITZ, 1994). A separação e caracterização dos 

componentes antigênicos dos dermatófitos tiveram início em 1925 com Bloch e 

colaboradores, que identificaram um polissacarídeo contendo nitrogênio, como sendo o 

componente ativo da tricofitina (GRAPPEL et ai, 1974). A primeira tentativa de produzir 

uma tricofitina purificada ocorreu em 1960 por Cruickshank e colaboradores . Ao realizar 
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uma intradermo-reação com tricofitina obtem-se dois tipos de resposta, a imediata e a 

tardia. 

A reação imediata corresponde a do tipo I e a leitura é considerada positiva 

quando, após vinte minutos da inoculação, observa-se uma lesão palpável maior ou 

igual a 11 mm com eritema ao redor. Essa positividade pode ser passivamente 

transferida pelo soro, mostrando que existem anticorpos circulantes da classe IgE. De 

acordo com Hanifin & Ray, a reação imediata aparece mais freqüentemente nas 

dermatofitoses crônicas por Trichophyton rubrum (HANIFIN et ai, 1973). 

Da mesma forma, a reação do tipo tardia pode ser efetivamente avaliada in vivo, . .. 

através da resposta imune celular, correspondente à reação do tipo IV. A leitura se faz 

após 48 horas da injeção e é considerada positiva quando ocorre lesão palpável 

eritêmato-edematosa maior ou igual a 4 mm. Os mecanismos protetores contra fungos 

dermatófitos são mediados principalmente por células (ZAITZ, 1994). A ausência de 

resposta de hipersensibilidade tardia ao teste cutâneo à tricofitina sugere possível 

deficiência da resposta imune mediada por células e cronicidade da infecção (DAHLL, 

1994). Pacientes que apresentam esta imunidade prejudicada, frequentemente 

desenvolvem infecções fúngicas extensas e recorrentes na pele, no couro cabeludo , 

unhas e mucosas (HANIFIN, 1990). 

Foi observada na dermatofitose em animais a presença de infiltrado mononuclear 

e células inflamatórias perivasculares na derme de indivíduos infectados (LEPPER, 

1974). Dois achados confirmaram o papel protetor da resposta mediada por células a 

Trichophyton sp. Primeiro, a associação de reação de hipersensibilidade tipo tardia em 

testes de pele com lesões inflamatórias altamente agudas e segundo, a resistência à 

reinfecção (KAAMAN, 1981). 

A epiderme constitui um sistema de defesa, que envolve populações de células, 

como os queratinócitos, que além de representarem uma barreira física para os micro­

organismos, podem participar de eventos imunológicos através da produção de 

citocinas e fatores quimiotáticos; e as células de Langerhans, que são capazes de 

fagocitar, processar e apresentar antígenos presentes na pele aos linfócitos T, gerando 

reações imunológicas cutâneas contra infecções fúngicas (ASSAS & LlCHTMAN, 

2005). 
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A fagocitose, como um mecanismo de defesa imune inata, foi primeiramente 

demonstrada por EIi Metchnikov no final do século IXX . Desde então, vem sendo 

estudada como um modelo clássico de interação entre sistema imune e micro­

organismos, além de grandes trabalhos estarem sendo realizados para entender as 

conseqüências desta interação. A eliminação de patógenos é realizada principalmente 

por células denominadas fagócitos mononucleares, que se originam na medula óssea 

como pró-monócitos , circulam no sangue como monócitos, acomodam-se nos tecidos, 

amadurecem e tornam-se macrófagos, especializados na captura , no englobamento e 

na degradação de micro-organismos (UNDERHILL et ai, 2002). 

Os macrófagos estão presentes no tecido conjuntivo de vários órgãos, como 

baço, linfonodos, fígado e em cavidades corporais , como a peritoneal e pleural. Estão 

presentes também na vias aéreas, no cérebro e nos ossos. São as células de ligação 

da imunidade inata com a imunidade adaptativa por terem a capacidade de fagocitar, 

processar e apresentar os antígenos aos linfócitos. A ação dessas células inicia-se com 

a fagocitose, que depende de contato físico entre a membrana do fagócito e a do micro­

organismo (CALlCH, 2001). 

O macrófago e seus precursores circulantes, os monócitos, exercem papéis 

centrais na imunidade inata e adquirida e são células efetoras para a eliminação de 

micro-organismos. Por outro lado, anticorpos são relativamente ineficientes em 

controlar e eliminar uma dermatofitose, por isso a imunidade celular é crucial nesta 

infecção. Portanto, pacientes com deficiências imunológicas -que envolvam...este tipo de 

resposta e que já estejam infectados por dermatófitos se tornam mais susceptíveis à 

instalação do fungo na derme (SMITH et ai, 2001). 

Atualmente , a incidência de micoses, principalmente causadas por fungos 

oportunistas em indivíduos imunocomprometidos, tem aumentado drasticamente 

(AL TAMURA et ai, 2001) . Uma grande variedade de fatores está envolvida na proteção 

e defesa contra infecções fúngicas. A imunidade inata, representada principalmente por 

leucócitos polimorfonucleares (monócitos e neutrófilos) e células dendríticas, exercem 

papel central nos estágios iniciais de uma micose, fagocitando e muitas vezes 

eliminando completamente o fungo (MANSOUR & LEVITZ, 2002) . Mesmo quando estas 

células não são capazes de conter a infecção, ativam a imunidade adaptativa, através 
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da apresentação de antígenos aos linfócitos. Neste momento, a resposta imune celular, 

verificada pela ativação de linfócitos Th1 e produção de citocinas que potencializam a 

ação de células fagocíticas, mostra-se extremamente eficiente na eliminação completa 

de patógeno como Paracoccidiodes brasiliensis, Candida albicans, Aspergillus 

fumigatus e muitos outros fungos responsáveis por diversos tipos de micoses 

(CLEMONS et ai, 2000). 

A fagocitose de fungos ocorre geralmente após terem sido opsonizados. A 

ativação de complemento resulta na acumulação de neutrófilos, aumentando a 

fagocitose de células fúngicas tais como blastoconídios de Candida albicans (PEREIRA 

& HOSKING, 1984) e conídios de Aspergillus fumigatus (RICHARDSON et ai, 1991). 

Entretanto, muitas áreas do organismo, como pulmão, fluido cérebro-espinhal e pele 

são pobres em complemento, e devido a muitos micro-organismos interagirem com 

células fagocíticas em locais ausentes de soro, torna-se necessário a existência de 

outros mecanismos, não-opsônicos, para a ocorrência de fagocitose (RICHARDSON & 

BELL, 1995). 

Os poucos estudos realizados entre interação de células de dermatófitos e 

fagócitos humanos, baseia-se em sistemas dependentes de complemento. Richardson 

e colaboradores confirmaram que a fagocitose máxima de artroconídios de T. 

mentagrophytes ocorre em presença de complemento e anticorpos específicos. Esses 

achados sugerem que o reconhecimento direto e específico de moléculas presentes na 

superfície de artroconídios por estruturas complementares na superfície dos fagócitos 

existe como um mecanismo alternativo de fagocitose (RICHARDSON & BELL, 1995). 

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

interações envolvendo diferentes tipos celulares. Estudos de clones de populações de 

células T sugerem que as células apresentadoras de antígenos (APCs) poderiam 

também determinar o tipo de resposta imune. 

Para que ocorra uma resposta mediada por linfócitos T, é necessário que estes 

interajam com os APCs (células dendríticas, linfócitos B e macrófagos), proliferem e se 

diferenciem em células efetoras, pois embora os linfócitos T reconheçam antígenos com 

alta especificidade, elas não são capazes de iniciar uma resposta imune, nem 

decidirem seu tipo (Th1/Th2) . 
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Dentre as células capazes de apresentar antígenos, destacam-se os linfócitos B, 

macrófagos e células dendríticas. Estas células são também conhecidas como APCs 

profissionais , pois expressam, em sua superfície, grande quantidade de moléculas de 

classe 11 codificadas pelo complexo de histocompatibilidade e moléculas acessórias 

(CD80 e CD86), que são essenciais para a completa ativação dos linfócitos T 

(BANCHEREAU et ai, 1998). Enquanto os macrófagos e, principalmente, os linfócitos B 

são importantes APCs quando os linfócitos entram em contato com o antígeno pela 

segunda vez, as células dendríticas (CDs) são fundamentais no primeiro contato com o 

antígeno, pois são as únicas capazes de ativar células T "naive" e induzir a resposta 

imune primária , promovendo consequentemente o estabelecimento da memória 

imunológica (BANCHEREAU et ai, 2000). 

As células dendríticas foram descritas em 1973 por COHN e STEINMAN e desde 

então, têm interessado os pesquisadores de todo mundo por serem capazes de 

determinar a especificidade e natureza da resposta imune (Th1ITh2). As células 

dendríticas são células apresentadoras de antígenos capazes de fazer o "Iink" entre a 

resposta imune inata e adaptativa , sendo as únicas a migrarem para os órgãos linfóides 

secundários para apresentarem o antígeno aos linfócitos T "naive", tornando-se células 

apresentadoras de antígenos "profissionais" . Além de serem eficientes na captura do 

antígeno, são capazes de processá-los e apresentar seus peptídeos via MHC-II aos 

linfócitos T "naive". 

As células dendríticas estão localizadas nos sítios de exposição de antígenos, 

como a mucosa e tecidos periféricos. Os precursores destas células originam-se na 

medula e constantemente migram para diversos tecidos , tais como pele (onde são 

denominados de células de Langerhans) , sistema gastrointestinal, respiratório , sangue 

e linfa. Nos tecidos periféricos, essas células são ineficientes na apresentação de 

antígenos e na ativação de células T, pois possuem fenótipo imaturo. Células 

dendríticas imaturas apresentam baixa expressão de moléculas co-estimulatórias e 

moléculas de MHC de classe I e 11, mas possuem grande capacidade fagocitica 

(JANEWAY, 2007) . 

Durante a maturação, as células dendríticas perdem sua capacidade de capturar 

e processar o antígeno, aumentando a expressão de moléculas de HLA-DR, co-
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estimulatórias (CD40, CD80 e CD86) e de adesão (CD54) e aumentam a produção de 

IL-12 (SALLUSTO & LANZAVECCHIA, 1994; BANCHEREAU & STEINMAN, 1998 e 

GUERMONPREZ, et aI., 2002). O aumento da expressão das moléculas co­

estimulatórias CD80 e CD86 que se ligam ao CD28 tornam as células dendríticas 

eficientes ativadoras de células T (GUERMONPREZ, et aI., 2002) . 

Os receptores de superfície relatados como responsáveis pela ativação e 

maturação das células dendríticas são: receptores tipo TOLL (TLR) , receptores de 

citocinas, receptores de TNF (TNF-R) e receptores para a porção Fc de anticorpos. 

Atualmente, sabe-se que as células dendríticas de camundongos expressam receptores 

para a porção Fc das imunoglobulinas (FcR): FcyRI (CD64) , FcyR1I1 e FcyRII (CD32) 

(FANGER et aI., 1996 e ESPOSITO-FARESE et aI., 1995) . 

Em vários modelos de doenças infecciosas, as células dendríticas vêm sendo 

estudadas por sua capacidade de servir como adjuvante a vacinas mediando proteção 

contra bactérias , vírus, parasitas ou fungos (MOLL & BERBERICH, 2001). Diversos 

estudos revelam a eficiência de células dendríticas em ensaios de vacinação para: 

Candida albicans (FE D'OSTIANI, et aI., 2000) e L. major (FLOHÉ, et aI., 1998). 

Ahuja e colaboradores (1999) mostraram que células dendríticas pulsadas com 

proteínas de Leishmania donovani (L. donovam) e transferidas adotiva mente para 

camundongos BALB/c induziram uma resposta antígeno específica do tipo Th1. Esses 

autores também mostraram que a administração de células dendríticas pulsadas com 

antígeno, antes ou durante a infecção com L. donovani, induziu proteção, diminuindo o 

número de parasitas nos órgãos infectados, sendo esse efeito mais evidente em células 

dendríticas transfectadas com genes retrovirais que aumentam a produção de IL-12 

biologicamente ativa. 

Nos últimos anos, compreendendo-se mais sobre a biologia de células 

dendríticas, tem-se dado muita atenção ao desenvolvimento de estratégias de 

tratamento e vacinação principalmente em cãncer e AIDS utilizando-se essas células 

(STEINMANN, 1996 e LOTZE, 1997). O estudo para o uso de células dendríticas como 

o ponto principal para o desenvolvimento de estratégias de vacinação e imunoterapia 

baseia-se nas propriedades biológicas dessas células de possuir os processos de 

captura, processamento e apresentação de antígenos a linfócitos T "naive", que são 
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altamente eficientes, resultando em uma resposta imune específica e interagindo o 

sistema imune inato e adaptativo. 

Apesar dos estudos que vem sendo realizados, a imunologia das dermatofitoses 

ainda está pouco elucidada, principalmente em formas crônicas da doença. Assim 

torna-se necessário a realização de mais estudos nesta área, pois esclarecimentos 

sobre o mecanismo imunológico das diversas respostas imunes para fungos do gênero 

Trichophyton, têm uma importante aplicação não apenas para o desenvolvimento de 

estratégias terapêuticas alternativas no tratamento de infecções fúngicas crônicas , mas 

também para outras doenças crônicas causadas por uma grande variedade de 

patógenos (WOODFOLK et ai, 1998). 

Recentemente nosso grupo demonstrou que macrófagos de camundongos da 

linhagem A/J , obtidos através de lavagem peritoneal com meio RPMI foram capazes de 

realizar a fagocitose de conídios de T rubrum principalmente através da via de manose. 

Uma vez internalizados, os conídios provocaram diminuição significativa na expressão 

de moléculas de superfície celular de macrófagos, tais como MHC classe 11 , CD80 e 

CD54, importantes no processo de apresentação e ativação de linfócitos T. Os conídios 

apresentaram, ainda, a capacidade em induzir a secreção de IL-10 por macrófagos, 

uma citocina com propriedade inibitória na resposta imunológica e após 24 horas, os 

conídios provocaram lise e a conseqüente morte destas células (CAMPOS et ai, 2005) . 

Nosso grupo também demonstrou que macrófagos, obtidos a parti r de monócitos 

de sangue periférico de pacientes com dermatofitose causada por Trubrum e de 

indivíduos controles, foram capazes de fagocitar conídios de T rubrum , no entanto 

observou-se uma grande diminuição das células CD14+ viáveis após 8 horas de 

interação com os conídios . Analisando a expressão de moléculas co-estimulatórias 

(CD80, CD86, HLA-DR), observou-se que macrófagos viáveis de pacientes e controles 

apresentaram expressão dessas moléculas na superfície, porém na presença de 

conídios nenhuma alteração foi observada . Foi detectado aumento significativo na 

secreção de IL-10 e TNF-a pelos macrófagos de indivíduos controle quando em contato 

com conídios de T rubrum , já em pacientes com dermatofitose houve aumento apenas 

na síntese de TNF- a. Houve expressão de TLR-4 por ambos os grupos estudados e 
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maior expressão de TLR-2 apenas em pacientes, na presença do fungo (BOMFIM et ai , 

2008). 

Por estes achados e pelos estudos prévios já realizados com Trichophyton 

rubrum, tem-se a necessidade de um melhor entendimento nas etapas iniciais da 

ativação da resposta imune celular, e certamente células dendríticas são células chaves 

no desenvolvimento dessa resposta. Portanto, nosso trabalho pretende esclarecer os 

mecanismos envolvidos na interação de T. rubrum com células dendríticas e as 

possíveis conseqüências dessa interação. 
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2. OBJETIVOS 

Analisar a interação das células dendríticas, geradas a partir de monócitos de 

sangue periférico de pacientes com dermatofitose, com conídios de Trichophyton 

rubrum a partir de: 

Fagocitose de conídios; 

Verificação da viabilidade de conídios fagocitados por CDDM; 

Produção de óxido nítrico; 

Expressão de moléculas de superfície: CD40, CD80, CD86 .. . GD83, CD1 a e 

HLA-DR; 

Secreção pela CDDM de citocinas: IL-12, IL-10 e TNF-a; 

Capacidade de ativação de linfócitos T por células pulsadas com tricofitina. 

Secreção de Citocinas: IL-10, IFN-y, IL-4 e IL-17 após ativação de linfócitos T 

por células pulsadas com tricofitina. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Casuística 

Para a realização deste trabalho foram analisados um total de 7 pacientes com 

dermatofitose (3 do sexo masculino e 4 do sexo feminino), com idade entre 20 a 73 

anos e média de idade de 38,5 anos. Os locais do corpo acometido foram: planta dos 

pés, mão, unhas, coxa e virilha, sendo que alguns pacientes possuiam lesões em mais 

de um local do corpo. 

No grupo controle foram analisados 7 indivíduos (5 do sexo feminino e 2 do sexo 

masculino) com idade variando de 25 a 42 anos e média de idade de 28,7 anos. 

3.2. Critério de inclusão e exclusão 

Todos os pacientes que participaram deste trabalho apresentavam dermatofitose 

superficial ativa causada por T. rubrum, com ausência de qualquer outra doença ou 

tratamento. 

Os indivíduos controle participantes desta pesquisa são pessoas sem histórico 

de dermatofitose, com ausência de qualquer outra doença ou tratamento 

3.3. Crescimento e identificação das cepas 

Foram utilizadas cepas de T. rubrum obtidas de pacientes do Departamento de 

Dermatologia do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de 

São Paulo. As amostras de fungos foram provenientes de pacientes que não estavam 

realizando tratamento tópico ou oral com antifúngicos, para não haver interferência no 

mecanismo do crecimento do fungo in vitro. 

A identificação do fungo foi realizada através de exame direto, onde observamos 

a presença de hifas septadas hialinas. Em seguida, o material clínico foi semeado em 

Sabouraud-dextrose ágar (MERCK - Alemanha) e mantidas a 25°C. Após um período 

de aproximadamente 7 dias, a partir das colônias crescidas, realizou-se o microcultivo e 

após 10 a 15 dias foi possível a identificação completa do fungo através da observação 

microscópica de estruturas típicas, caracterizando o dermatófito T. rubrum. As cepas 

foram mantidas Sabourand-dextrose ágar a 25°C. 
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3.4. Obtenção de conídios de Trichophyton rubrum 

Os conídios de T. rubrum foram isoladas através do cultivo do fungo em caldo 

Batata (BO- França), por analogia à técnica de microcultivo, que utiliza o ágar Batata, 

pobre em nutrientes, para se conseguir um número maior de conídios do fungo. 

Após crescimento do fungo em meio Sabouraud-dextrose ágar, as colônias 

foram raspadas com alça de platina em "L" e transferidas para um Erlenmeyer de 

250m L contendo 50mL de caldo Batata. O inóculo foi cultivado sob agitação constante 

por 3 dias a 200 rpm, depois deixado em repouso por aproximadamente 30 minutos 

para que as hifas sedimentassem espontaneamente e o sobrenadante, contendo os 

conídios foi recolhido com pipeta de bulbo e filtrado em gaze estéril. Os conídios foram 

lavado com tampão PBS 1X (2,65g de Na2HP04, 0,358g de NaH2P04H20, 8,18g 

número de NaCI, q.s.p 1 L de água destilada) e depois ressuspenso em meio RPMI com 

10% de soro fetal bovino (Cultilab- Campinas, Brasil) , o mesmo meio usado no cultivo 

das células. ° número de conídios foi contado em câmara de Neubauer e ajustado de 

acordo com cada ensaio. 

3.5. Tricofitina 

A tricofitina utilizada neste trabalho foi cedida gentilmente pelo Laboratório de 

Micologia Médica do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de São Paulo. 

3.6. Dosagem de proteínas 

A dosagem protéica da tricofitina foi realizada segundo a técnica de Bradford 

(1976), utilizando CBB G-250 e como padrão utilizamos albumina bovina (Sigma , 

Alemanha). 

3.7. Obtenção e caracterização de células dendríticas 

As células mononucleares do sangue periférico de pacientes com dermatofitose 

ou indivíduos controle foram isoladas a partir de 60mL de sangue venoso coletado em 

tubos a vácuo contendo heparina como anticoagulante. A separação se deu através do 

gradiente de densidade usando Ficoll-Hypaque (SIGMA - USA), que é uma solução de 

polissacarose e diatrozoato de sódio, ajustada a uma densidade de 1 ,077 ~ 0,001g/mL. 
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As amostras de sangue heparinizados foram adicionadas, cuidadosamente, ao Ficoll­

Hypaque (SIGMA - USA) na proporção de 1:2 (sangue:Ficoll) , formando duas fases, e 

então centrifugadas por 40 minutos a 2000 rpm. O anel contendo as células 

mononucleares após a centrifugação foi aspirado com pipeta de bulbo e as células 

lavadas com tampão PBS 1X pH7,2. Posteriormente, as células foram incubadas com 

801-11 de tampão Beads (PBS 1X, 0,5% de soro fetal bovino, 2mM de EOTA) e 201-11 de 

anticorpo monoclonal anti-C014 acopladas com esferas magnéticas para purificação de 

monócitos (MicroBeads- MACs), por 30 minutos à 4°C. A solução foi centrifugada por 

-10 minutos, lavada com PBS 1 X e ressuspensa no mesmo tampão usado 

anteriormente. A separação magnética foi feita através de seleção positiva. As células 

restantes foram congeladas para utilização, como fonte de linfócitos T, nos ensaios de 

linfoproliferação. As células dendríticas foram geradas por cultura de monócitos em 

placas de cultura com seis poços (Costar Coporation, Cambridge, MA) e suplementadas 

com 50ng/mL de GM-CSF (Fator Estimulador de Colônia de Granulócitos e Macrófagos) 

recombinante (Pharmingen) e com 50ng/mL de IL-4 por 7 dias. No 3° e 5° dias o meio 

RPMI com GM-CSF e IL-4 foi reposto. 

3.8. Ensaio de fagocitose 

Para o teste de fagocitose, as células dendríticas foram cultivadas sobre 

lamínulas de vidro em placa de 24 poços. O número de célula foi ajustado em 

câmarade Neubauer em 2 x 105. Foram adicionados conídios de T. rubrum na 

proporção de um conídio para cada célula dendrítica e incubadas por 4, 8 e 12 horas 

em estufa a 3rC e 5% de CO2 . Posteriormente, as lamínulas foram lavadas com PBS 

1X para remoção de conídios não fagocitados e coradas com Giemsa (MERCK -

Alemanha). Após a coloração, as lamínulas foram fixadas com Entellan (MERCK -

Alemanha) e posteriormente, analisadas em microscópio óptico comum (400x e 1000x). 

3.9. Imunofenotipagem de CDDM através de citometria de fluxo 

Após a interação das células dendríticas com os conídios de T.rubrum como 

descrito anteriormente, o fenótipo destas células foi analisado a partir dos seguintes 

marcadores: HLA-OR, CD40, C080, CD83, CD86 e CD1a. 
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Células dendríticas diferenciadas foram contadas em câmara de Neubauer em 

1 x1 06 células por poço em placa de 24 poços. Esta quantidade de células foi incubada 

com concentração de um conídio para cada célula dendrítica. As placas foram mantidas 

em estufa a 3rC e 5% de C02 por 6 horas. Após este período, foram separadas 

aliquotas de cada poço e adicionadas 20j..ll de cada anticorpos para marcação (a -HLA­

OR, a-C040, a -C080, a- C083, a- C086 e a -C01 a ) e incubadas em banho de gelo 

por 30 minutos. Após incubação, acrescentamos solução fixadora (2% de glicose, 1 % 

de formaldeído, diluídos em PBS). As amostras permaneceram assim por no máximo 7 

dias, até análise, quandó as células marcadas foram lavadas com PBS 2% de soro fetal 

bovino e analisada a média de intensidade de fluorescência (MIF) por citometria de 

fluxo. Como controle negativo foram utilizadas células não estimuladas. 

Para análise por citometria de fluxo, foi utilizado o aparelho FacScalibur (Becton 

& Oickison , CA). Os dados foram analisados utilizando-se o software Flowjo (TREE 

STAR, Inc.- USA). 

3.10. Análise de Viabilidade celular 

Após a interação de 4, 8 e 16 horas das células dendríticas derivadas de 

monócitos com os conídios de Trubrum as células foram lavadas e ressuspensas em 

PBS 1X com 1% de BSA e foi adicionado 2!J1 de iodeto de propidio para analise de 

morte celular através da intensidade de fluorescência por citometria de fluxo. Como 

controle negativo foram utilizadas somente células sem esftmulo por T rubrum. 

Para análise por citometria de fluxo, foi utilizado o aparelho FacScalibur (Becton 

& Dickison , CA) . Os dados foram analisados utilizando-se o software Flowjo (TREE 

STAR, Inc.- USA). 

3.11. Produção de óxido nítrico 

A dosagem de óxido nítrico no sobrenadante de cultura de CDDM com e sem 

conídios de T rubrum foi determinada por meio de um analisador de NO (NOA modelo 

280, Sievers Instruments). Os resultados foram expressos em j..IM , com base em uma 

curva padrão feita com concentrações conhecidas de nitrato de sódio em meio de 

cultura (5 , 10, 30 e 60 j..IM de N02-). 
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3.12. Determinação da viabilidade fúngica após a fagocitose 

COOM de indivíduos controle foram obtidas e cultivadas, como descrito 

anteriormente. Foram adicionadas às culturas, conídios de T. rubrum em uma 

proporção de 1 conídios para cada COOM e incubadas em estufa, a 3rC em 5% de 

C02 por períodos de 24 e 48 horas. Após estes períodos, os sobrenadantes foram 

desprezados e as células foram lavadas 3 vezes com PBS estéril para remoção de 

conídios não fagocitados . Em seguida, foi adicionado 1 mL de água destilada às células 

para lisa-Ias e promover a liberação de conídios que haviam sido internalizados. O 

conteúdo foi coletado com "cell scraper" e 300jJL desta supensão foi semada em 

Sabourand - dextrose ágar e mantido a 30°C por 7 dias, para verificar unidade 

formadoras de colônias. 

3.13. Dosagem de citocinas de CDDM 

As citocinas IL-10, IL-12 e TNF-a foram dosadas do sobrenadante de culturas de 

COOM estimuladas com conídios de T. rubrum. Após 24 e 48 horas, os sobrenadantes 

foram recolhidos e estocados a -80°C em freezer, até o uso. 

Também dosamos as citocinas IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17 que foram mensuradas 

dos sobrenadantes da cultura de L T C04 de pacientes e de indivíduos controle na 

presença de COOM pulsadas com tricofitina na concentraçãO-de 5-j.Jg/mL e 10 j.Jg/mL. 

Para realizar o procedimento, placas de microtitulação de 96 poços foram 

sensibilizadas com anticorpo de captura diluído em PBS e mantidas a 4°C de um dia 

para o outro. As placas foram lavadas 3 vezes com PBS 1X- Tween 20 a 0,05%. Foi 

adicionados às placas, PBS contendo 1 % de BSA, para promover o bloqueio de sítios 

livres do plástico e mantido por 1 hora a temperatura ambiente. As citocinas 

recombinantes, utilizadas para realizar a curva padrão, foram diluídas em PBS 

contendo 1 % de BSA e incubadas por 2 horas em temperatura ambiente. Os 

sobrenadantes de cultura foram também incubados em poços por este mesmo período, 

quando então todos os poços foram lavados 3 vezes com PBS - Tween 20 a 0,05%. 

Foram adicionados os anticorpos de detecção conjugados a biotina, diluídos em PBS 
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1 % de BSA e incubados por 1 hora a temperatura ambiente. Os poços foram lavados 5 

vezes. As placas foram incubadas com conjugado estreptoavidina-peroxidase por 30 

minutos em temperatura ambiente e os poços lavados 7 vezes. A revelação foi 

realizada com o-fenilenodiamina 1 mg/mL, diluída em tampão fosfato O,4M citrato de 

sódio 0,4M pH 5,3, por 15-30 minutos. O bloqueio da reação com H2S04 4N e leitura 

das densidades ópticas (DO) em leitora automática, 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 

humanas. 

3.14. Ensaio de proliferação de células T 

3.14.1. Purificação de linfócitos T 

Após descongelamento das células restantes da purificação de células 

CD14+ a partir das células mononucleadas, essas células foram incubadas com 

anticorpos anti-CD4+ microbeads (Miltenyi Biotec). Os linfócitos T CD4+ foram 

separados das outras linhagens célulares utilizando-se o kit MACS LS Columns 

(Miltenyi Biotec) , segundo o fabricante. 

3.14.2. Proliferação de linfócitos T mediada por células dendríticas após interação 

com tricofitina 

Linfócitos T CD4+ purificados foram ressuspensos em meio RPMI 

suplementados com 2% soro fetal bovino (R2). As células foram contadas em câmara 

de Neubauer e alicotadas 15 x 104 em placas de 96 orifícios. As células dendríticas, 

ativadas por 24 horas com LPS, foram previamente incubadas com doses crescentes 

de tricofitina (2j.Jg/mL, 5j.Jg/mL e 10j.Jg/ml) por 4 horas. Em seguida, as células foram 

centrifugadas, ressuspensas em meio R2 e co-cultivadas com os linfócitos T, em uma 

proporção de 3 linfócitos para uma célula dendrítica (3:1). A placa foi incubada em 

atmosfera de C02, por 72 horas, a 3rC. A fitohemaglutinina (PHA) (20j.Jg/mL) foi 

utilizada como controle positivo da proliferação celular. 

Nas 16 horas precedentes á análise da linfoproliferação, adicionou-se 

1 f-lCi de timidina triciada em cada poço da cultura celular. Posteriormente as células 
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foram coletadas por um coletor automático de células (cell haverster), e mensuradas 

quanto à incorporação da timidina através da emissão de radiações beta (Liquid 

Scintillation Counter, 1205 betaplate, Wallac). 

3.15. Análise estatística 

Os resultados obtidos foram analisados pelo método do One-Way ANOVA, e 

múltiplas comparações pelo teste de Tukey. O nível de significância admitido foi de 

p<0,05 em todas as amostras. 

3.16. Aspectos Éticos 

O projeto foi aprovado pelo comitê de Ética e Pesquisa da FCF/USP e pela 

Comissão de Ética do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade 

de São Paulo (Segue Anexo). 
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4 - RESULTADOS 

4.1. Imunofenotipagem de células dendríticas derivadas de monócitos 

O fenótipo das células dendríticas foram avaliada por citometria de fluxo atráves 

da analise da expressão do seu marcador específico CD1 a e a molécula HLA-DR, 

expressa constitutivamente nessas células. 

Após marcação das células com CD1 a (FITC) e com HLA-DR (PE) observou-se 

que mais de 80% das células expressaram CD1 a e que mais de 90% expressaram a 

molécula de histocompatibilidade HLA-DR (Figura 1). 
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Figura 1 - Análise do fenótipo de COOM. O fenótipo das células dentríticas derivadas de monócitos de 
sangue periférico foi confirmado por citometria de fluxo (10.000 eventos). As células foram marcadas com 
anticorpo anti-CD1a (marcado com fluorocromo FITC- isotiocianato de fluoresceína) e anti-HLA-DR 
(marcado com fluorocromo PE- ficoeritrina). Gaiting vermelho representa a fluorescência natural das 
células (controle negativo) e os números representam a porcentagem destas células. 
* FSc- Forward Scatter (parâmetro de tamanho) e ** SSc- Side Scatter (parâmetro de granulosidade). 
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4.2. Fagocitose 

As células dendríticas derivadas de monócitos de pacientes com dermatofitose e 

de indivíduos controle incubadas por 4, 8 e 12 horas com conídios de T rubrum na 

proporção de 1:1, revelaram a capacidade de fagocitar conídios de T rubrum após 4 

horas (Figura 2). Algumas células após contato com conídio de Trubrum apresentaram 

mudanças morfológicas com formação de vacúolos citoplasmástico. Os mesmos 

resultados foram observados com células de indivíduos normais. Não observamos 

mudanças morfológicas nos conídios fagocitados nos períodos analisados pelo ensaio. 

A B 

c D 

con 

Figura 2 - Fagocitose de conídios de T.rubrum por COOM de pacientes. Células dendríticas 
derivadas de monócitos foram colocadas em contato com conídios de T.rubrum na proporção de 1:1. 
Coloração de Giemsa. 400X e 1000X. 

A) apenas CDDM 
B) CDDM com conídio por 4 horas. 
C) CDDM com conídio por 8 horas. 
O) CDDM com conídio por 12 horas. 
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4.3. Análise de viabilidade celular após interação com conídio de T. rubrum 

As células dendríticas de pacientes com dermatofitose causada por T rubrum e 

de indivíduos normais incubadas em uma cinética de 4, 8 e 16 horas com conídios de 

T rubrum na proporção de 1: 1. A análise da viabilidade das células foi avaliada por 

citometria de fluxo através da análise da expressão de iodeto de propídio (PI). 

O iodeto de propídeo é um composto fluorescente que se liga ao DNA e 

intercala-se inespecificamente entre as bases nitrogenadas dos nucleotídeos. 

Normalmente não atravessa a membrana celular (pouco lipossolúvel). Portanto, se 

atravessar indica perda de viabilidade celular. 

Podemos observar que não houve diferença significativa no número de células 

viáveis após os diferentes períodos de incubação com conído. Também não houve 

diferença no número da viabilidade das células na presença ou ausência de conídeos 

(Figura 3).Resultados semelhantes foram obtidos com células de indivíduos controles. 
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Figura 3- Análise da viabilidade de células de pacientes após interação com conídio de T. rubrum. 
Após leitura por citometria de fluxo, os dados foram analisados pelo software Flowjo e a estratégia de 
gating, para análise da viabilidade celular está descrita nos itens A, C e E (somente células), B (célula 
com conídio de T rubrum com 4 horas de interação), O (células com conídios de T rubrum com 8 horas 
de interação) e F (Células com conídio de T rubrum com 16 horas de interação). Em todas as amostras 
foi utilizado iodeto de propídeo (PI) (FL3-H). As células que estão dentro do gating são células viáveis e 
as células fora do gating são células não viáveis. 
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4.4. Análise de viabilidade de conídios de T.rubrum após fagocitose por COOM 

Com finalidade de verificar por quanto tempo os conídios de T. rubrum 

permanecem viavéis no interior das COOM, células de indivíduos controle e de 

pacientes com dermatofitose foram incubadas com conídios. As culturas foram 

incubadas por períodos de 24 e 48 horas, quando então as células foram lavadas para 

retirar os conídios não fagocitados. Em seguidas as COOM foram lisadas para liberar os 

conídios do seu interior e 300JJL da suspensão final foram semeadas em Sabouraud­

dextrose ágar, mantido a 25°C por 7 dias, quando as unidades formadoras de colônias 

do fungo cresceram e puderam ser contadas. 

Verificamos que após interação de 24 horas com conídio de T.rubrum , as CDDM 

de controles possuíam mais conídios viáveis quando comparadas com COOM de 

indivíduos com dermatofitose ativa. Porém, as COOM de pacientes não foram capazes 

de conter os conídios fagocitados e depois de 48 horas de interação há um aumento de 

conídios viáveis (Figura 4). 
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Figura 4 - Unidades formadoras de colônias de T. rubrum após interação com CDDM. CDDM de 

indivíduos controle e de pacientes com dermatofitose foram cultivadas com conídios de T. rubrum por 24 

e 48 horas para análise da viabilidade dos conídios após fagocitose. 
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4.5. Óxido Nítrico 

Avaliamos a liberação de óxido nítrico por COOM de indivíduos controle e de 

pacientes cultivadas com conídios de T rubrum. A análise do resultado não mostrou 

diferença na liberação de NO pela COOM na presença de conídio de T rubrum 

(Figura 5). 
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Figura 5- Produção de NO. Após interação de CDDM de individuos controle e de pacientes com 

conídios de T. rubrum por 24 e 48 horas foi analisado a produção de óxido nítrico pelas células. 

4.6. Imunofenotipagem de células dendríticas derivadas de monócitos. 

As células dendríticas derivadas de monócitos do sangue periférico de pacientes 

e de indivíduos controle foram colocadas por 6 horas em contato com conídios de 

Trubrum, na proporção de 1 :1 . Após este período foram avaliadas quanto à expressão 

de moléculas de superfície por citometria de fluxo. Pesquisou-se a expressão das 

moléculas C080, C083, C086, C040 e HLA- OR. 

As células dendríticas geradas apresentaram um aumento na expressão das 

moléculas analisadas tanto de indivíduos controle como de pacientes. Porém, não 

houve diferença significativa na expressão destas moléculas nas COOM quando 

adicionado conídio de T rubrum em relação às COOM sem conídios. Entretanto, em 

indivíduos com de rm atofitose , observamos diminuição do número de células que 

expressam C080, C083, C086, C040 e HLA-OR após interação com conídio de T 

rubrum (Figura 6). 
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Figura 6 - Expressão de moléculas de superfície em COOM maduras com e sem conídios. Atráves 
de citometria de fluxo analisamos a expressão de C080, C083, C086, C040 e HLÀ-OR em COOM de 
pacientes e de indivíduos controle. As células foram cultivadas por 6 horas na presença e na ausência de 
conídios de T.rubrum. Linha vermelha- controle (FMO- autofluorescência emitida pela célula). Linha azul 
- apenas COOM. Linha verde - COOM com conídios de T. rubrum. 

4.7. Quantificação de citocinas produzidas por CDDM após fagocitose 

Os níveis de citocinas TNF-a, IL-12 e IL-10 (Figura 7) foram mensurados dos 

sobrenadantes da cultura de CDDM de pacientes e de indivíduos controle após 24 e 48 

horas de interação com conídios de T. rubrum. O sobrenadante dessas culturas foi 

coletado e níveis de citocinas foram determinados por ELISA captura. 

Os resultados mostraram que CDDM de indivíduos controles secretaram TNF-a 

e IL-10, porém não foi observado alteração na produção dessas citocinas quando essas 

células foram incubadas com conídeos. Entretanto, quando as CDDM de pacientes 

foram analisadas, foi observado um aumento significativo da produção de IL-12 e 

TNF-a a presença de conideos de T.rubrum. 
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Figura 7- Secreção de TNF-a, IL-12 e IL-10 por COOM após fagocitose. CDDM foram incubadas com 

conídio de T rubrum por 24 e 48 horas na proporção de 1:1. TNF-a (A), IL-12 (8) e IL10 (C) foram 

mensurados por ELISA captura no sobrenadante da cultura. * (p 0 0,05) 
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4.8. Processamento e apresentação de antígenos às células T 

A apresentação dos antígenos da tricofitina pelas CDDM ativadas de indivíduos 

controle e de pacientes com dermatofitose foram avaliadas pelo ensaio de 

linfoproliferação de linfócitos T CD4+. Como observado na Figura 8, as CDDM de 

indivíduos controle pulsadas com tricofitina em concentrações crescentes não induziram 

proliferação de linfócitos T CD4+. Entretanto, em pacientes, as CDDM induziram a 

proliferação de linfócitos T CD4+. As concentrações de 5j.1g/mL e 10j.lg/mL de tricofitina 

induziram um maior estimulo de proliferação de linfócitos T CD4+ (Figura 8). 
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Figura 8- Ativação de linfócitos T CD4+ por células dendríticas derivadas de monócitos de sangue 
periférico provenientes de indivíduos controle e pacientes com dermatofitose ativa. Linfócitos T 
CD4+ de indivíduos controle e de pacientes foram purificados de sangue periférico e cultivados com células 
dendritícas previamente ativadas com LPS e estimulados com concentrações crescentes de tricofitina. A 
apresentação do antígeno foi avaliada pela indução da profiferação dos linfócitos. A proliferação celular foi 
analisada pela incorporação de timidina triciada, que foi mensurada em contador de radiações beta. No 
gráfico, observa-se que houve aumento significativo na proliferação de linfócitos T CD4+ de pacientes 
quando as células dendríticas foram desafiadas com 5jJg/mL e 10jJg/mL de tricofitina. * (pDO,05) 
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4.9. Quantificação de citocinas produzidas após linfoproliferação 

Os níveis de citocinas IFN-y, IL-4 e IL-10 (Figura 9) e IL-17 foram mensurados 

dos sobrenadantes da cultura LT C04+ de pacientes e de indivíduos controle na 

presença de COOM pulsadas com tricofitina na concentração de 5 IJg/mL e 10 IJg/mL 

com. O sobrenadante dessas culturas foi coletado e níveis de citocinas foram 

determinados por ELISA captura. 

A análise das amostras demonstrou que houve uma ativação tipicamente Th2 em 

células de indivíduos controles, onde foi observado apenas presença de IL-4. Por outro 

lado, quando células de pacientes foram analisadas, observamos que houve produção 

de citocinas mesmo na ausência da adição de tricofitina. Foi observado também, uma 

produção de IL-4 e IL-10. 
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Figura 9 - Quantificação de IFN-y(A), IL-12(B) e IL-10(C) após ensaio de linfoproliferação. Linfócitos 

TC04 foram purifacados e cultivados por 96 horas com COOM previamente ativadas com tricofitina. O 

sobrenadante desta cultura foram mensuradas por ELISA captura para estas citocinas. * (pOO,05) quando 

compara com L T C04 +COOM ; * (pOO,05) quando comparado com L T C04. 
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5. DISCUSSÃO 

Os dermatófitos são um grupo de fungos que têm a capacidade de invadir o tecido 

queratinizado (pele, pêlos e unhas) de seres humanos e animais para produzir uma 

infecção denominada de dermatofitose (RUBlO et ai, 1999). O T. rubrum é o principal 

patógeno causador de dermatofitose. As lesões causadas por estas espécies são 

crônicas e de caráter pouco inflamatória. A doença apresenta evolução lenta e 

pacientes cronicamente infectados não respondem bem à terapia antifúngica 

(GRAPPEL et ai, 1974; BLAKE,1991). 

A resposta imune aos dermatófitos ainda não está bem elucidada. Atualmente é 

aceito que a resposta imune mediada por células é responsável pelo controle da 

infecção (revisado por ALMEIDA, 2008) . 

Assim como na maioria dos patógenos, o sistema imune inato é determinante na 

resposta antifúngica. Neutrófilos, macrófagos e células dendríticas constituem as 

células efetoras do sistema imune (CUTLER, 2007). Após entrada do micro-organismo 

no hospedeiro, o antígeno deve ser capturado, processado e apresentado por 

diferentes células apresentadadoras de antígenos(células dendríticas, linfócitos B e 

macrófagos). 

Células dendríticas são as mais potentes células apresentadoras de antígeno do 

sistema imune. Além de desempenharem um papel fundamental na regulação da 

imunidade, elas servem como sentinelas que capturam antígenos na periferia, para 

processá-los e apresentá-los aos linfócitos nos linfonodos (ADEMA, 2009). 

Estudos recentes revelam a extraordinária plasticidade funcional das células 

dendríticas em resposta a fungos, contribuindo na indução da ativação das células T, a 

qual pode resultar em formas seletivas de imunidade específica (Th1 ou Th2) 

(PULENDRAN et aI., 1999; MOSER & MURPHY, 2000; ROMANI 2004). 

Tendo em vista os poucos estudos focados na resposta imune inata aos 

dermatófitos e a importância de células dendríticas na indução da resposta imune, 

avaliamos neste estudo a interação de células dendríticas de pacientes com 

dermatofitose com conídios de T. rubrum. 
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A fagocitose é um passo importante na defesa a micro-organismos devido à 

degradação e subsequente apresentação de antígenos peptídicos, derivados destes 

patógenos microbianos (CARON & HALL, 1998). Esse processo ocorre em distintas 

formas e envolve diferentes receptores de reconhecimento. Uma característica única de 

DCs é sua capacidade de internalizar diferentes estruturas fúngicas, como por exemplo, 

internalizar leveduras de Candída ou conídios e hifas de Aspergíllus .. 

Através de ensaios de fagocitose (Figura 2) observamos que as células 

dendríticas de pacientes com dermatofitose e de indivíduos controle foram capazes de 

fagocitar os conídios de T. rubrum após 4 horas de interação. Após os períodos de 8 e 

12 horas as células que fagocitaram os conídios continua ram íntegras e os conídios 

não se desenvolveram em hifas como observado com macrófagos em trabalhos 

anteriores ( CAMPOS et aI. , 2006; BOM FIM et aI., 2008). 

Após a interação de conídios de T.rubrum com CDDM por 24 horas(Figura 4), 

observamos que alguns conídios permaneceram viáveis tanto em indíviduos controle 

como em pacientes. Porém, após 48 horas de interação de CDDM de pacientes com o 

fungo há um aumento no número de unidades formadoras de colônia . Os resultados 

apontam que a CDDM tem capacidade de fagocitar os conídios, mas não são capazes 

de matá-los, sugerindo que as CDDM têm ação fungistática e não fungicida sobre o 

fungo. Apesar de os conídios permaneceram viáveis após a fagocitose , eles não se 

desenvolveram dentro destas células como ocorreu em macrófagos. 

CAMPOS et aI (2006), em um estudo realizado em nosso laboratóriG, avaliaram 

a interação de macrófagos peritoniais de camundongos com conídios e exoantígenos 

do T. rubrum . Verificou-se que as células foram capazes de fagocitar o fungo, no 

entanto após 12 horas de fagocitose houve expressiva diminuição da quantidade de 

macrófagos viáveis, devido ao crescimento de hifas a apartir dos fungos internalizados. 

Houve diminuição na expressão de moléculas de superfície de macrófagos, tais como 

MHC li, CD54 e CD80. Os conídios foram fagocitados pela via da manose, e os 

macrófagos secretaram grande quantidade de IL-10 e TNF-a, e não secretaram IL-12 e 

NO. 

Em outro trabalho realizado em nosso laboratório BOMFIM et aI (2008) 

demonstraram resultados semelhantes ao trabalho realizado por CAMPOS et aI, onde 
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macrófagos derivados de sangue periférico de pacientes com dermatofitose causada 

por Trichophyton rubrum e de indivíduos controle foram capazes de fagocitar conídios 

de T. rubrum . Também se observou uma grande diminuição das células CD14+ viáveis 

após 8 horas de interação com conídio. Estes resultados indicam que estas células 

fúngicas são capazes de inibir as funções dos macrofágos e, ainda, capazes de induzir 

citocinas supressoras que poderiam favorecer evasão fúngica no desenvolvimento da 

resposta imune. 

Durante a fagocitose há um aumento no consumo de glicose e oxigênio, o que é 

referido como queima respiratória . A conseqüência da queima respiratória é a produção 

de uma quantidade de compostos de oxigênio, como o óxido nítrico. O óxido nítrico 

gerado difunde-se em todas as direções e a proximidade do macrófago com uma 

célula tumoral , bactéria , fungo ou algum helminto, assegura que boa parte do NO 

penetre nas células desses micro-organismos. Uma vez no interior, o óxido nítrico pode 

danificá-Ias, atacando os centros de ferro e enxofre de várias proteínas chaves, 

prejudicando tanto o ciclo respiratório quanto a síntese de DNA. Praticamente todas as 

células humanas estudadas até agora têm a capacidade de produzir NO (Queiroz & 

Batista , 1999). Em nosso trabalho, a análise de produção de óxido nítrico (Figura 5) 

demonstrou que não houve diferença na liberação de NO pela CDDM de paciente e de 

indivíduos controle na presença de conídio de T. rubrum, Mostrando que a viabilidade 

do conídio após ser fagocitado por CDDM não está ligada a este mecanismo e sim a 

outros fatores que precisam ainda ser estudados. 

Após fagocitarem os patógenos e seus antígenos, mediados por receptores de 

superfície ("TolI Like", citocinas e porção Fc) , as células dendríticas são estimuladas a 

migrar para os linfonodos regionais , via vasos linfáticos, aonde chegam como células 

completamente maduras, capazes de estimular células T (MEDZHITOV & JANEWAY, 

2000; JANEWAY, 2007). Durante a maturação, as CDs perdem sua capacidade de 

capturar e processar o antígeno e aumentam sua expressão de moléculas MHC classe 

11 , co-estimulatórias (CD40, CD80, CD86) e de adesão (CD54). Interações células­

células que requerem molélulas co-estimulatórias são essenciais para que a resposta 

imune seja efetiva , impedindo que as células envolvidas sejam deletadas ou tornem-se 

anérgicas (GREWAL & Flavel , 1996). Dessa forma a ativação/ maturação de células 
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apresentadoras de antígenos leva , na maioria das vezes , a uma eficiente resposta 

imune do hospedeiro, com a ativação das células T. No entanto, alguns patógenos têm 

a capacidade de afetar as funções biológicas destas células através da inibição de suas 

moléculas de superfície, bem como a inibição da síntese de citocinas responsáveis pela 

ativação de linfócitos do tipo Th1 (FERREIRA, 2003). 

Tendo isto em vista, fomos analisar a expressão de marcadores de superfície 

celular tais como C080, C083, C086, C040 e HLA-OR (Figura 6). A interação de 

COOM com conídios de T. rubrum demonstrou que houve um aumento na expressão de 

moléculas co-estimulatórias e de HLA-OR em pacientes com dermatofitose e em 

indivíduos controle. Não houve diferença na expressão dessas moléculas na presença 

do fungo quando comparadas com culturas somente de COOM . Entretanto, houve uma 

diminuição do número de células que expressam estas moléculas na presença de 

conídio de T. rubrum de pacientes. Essas moléculas são importantes, tanto no co­

estímulo de ativação como na apresentação de antígeno. A expressão destes 

marcadores na superfície de COOM maduras de pacientes após infecção com o fungo 

sublima com a sua capacidade adquirida de apresentar o antígeno aos linfócitos T, 

mesmo havendo uma diminuição no número de células que expressaram estes 

marcadores. 

Outro parâmetro importante na geração de uma resposta imune eficiente é a 

produção de citocinas . Para investigar os efeitos das primeiras interações entre COOM 

com o fungo sobre o perfil de citocinas secretadas, analisamos a secreção de 110.-12, IL-

10 e TNF-a por COOM após contato de 24 e 48 horas com conídios de T. rubrum 

(Figura 7). Verificamos que houve aumento significativo na secreção da citocinas pró­

inflamatórias IL-12 e TNF-a por COOM de pacientes após 48 horas de interação com o 

fungo. 

A produção de citocinas pró-inflamatórias tem papel essencial na resistência 

contra infecção por Mycobacterium tuberculosis. A produção de TNF-a é um importante 

evento que leva a formação de granuloma e uma resposta imune protetora. Assim como 

a secreção da citocina pro-inflamatória IL-12, que aumenta a resposta imune inata e 

gera uma resposta específica Th1 que é importante para o desenvolvimento de uma 

resposta imune protetora para micobactérias ( GIACOMINI et ai , 2001). 
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Estudos com Candida albicans e Pneumocytis carinii têm revelado uma importante 

função do TNF- a nestas doenças. Em candidíase murina, TNF tem papel crucial no 

controle das leveduras (SCHLÜTER & DECKERT,2000). Foi verificado também que a 

produção de TNF- a e IL-12, após fagocitose de Aspergilus fumigates por CDDM, pode 

contribuir para uma resposta anti-aspergilus( GAFA et ai, 2005). 

Para que ocorra uma resposta mediada por linfócitos T, é necessário que estes 

interajam com as APCs (células dendríticas, linfócitos B e macrófagos), proliferem e se 

diferenciem em células efetoras, pois os linfócitos T não são capazes de iniciar uma 

resposta imune (Th1/Th2) sem estímulo (STEINAMAN, 1991; BANCHEREAU et ai, 

2000 e LANZAVECCHIA & SALLUSTRO, 2001). 

Como as células dendríticas são excelentes APCs, fomos estudar a capacidade de 

CDDM, ativadas e pulsadas com concentrações crescentes de tricofitina, em induzir a 

proliferação de linfócito T CD4+. A estimulação de linfócitos, por antígenos em cultura, 

leva a uma resposta in vitro que demonstra muita das características das respostas 

imunes induzidas sob condições fisiológicas in vivo (ABBAS, 2005). Nossos resultados 

apontam que quanto maior a concentração de tricofitina maior a proliferação de 

linfócitos T(Figura 8), em pacientes com dermatofitose, sendo que na concentração de 

5jJg/mL e 10jJg/mL de tricofitina houve indução significativa na proliferação de linfócito 

T CD4+. Esse mesmo resultado não foi observado em indivíduos controle. Esta 

proliferação de L T CD4+ corroborou com a secreção de IL-12 por CDDM de pacientes, 

uma vez que IL-12 favorece expansão donal das células T CD4+ (ABBAS, 2005) . 

° desenvolvimento predominante de uma subpopulação 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 

controlados por uma resposta do tipo humoral (Th2) (SHER &COFFMAN, 1992). Em 

algumas doenças crônicas, a resposta de células CD4+ inapropriada pode exacerbar a 

doença, levando a uma inabilidade do hospedeiro para erradicar o micro-organismo. 

Sabendo-se que a resposta imunológica é uma sequência de uma série de 

interações envolvendo o microambiente da infecção, é importante saber o perfil de 

citocinas produzidas. Desta forma, analisou-se a secreção de IL-4, IFN-y, IL-10 e IL-17 

por LT CD4+ em contato com CDDM ativadas e pulsadas com concentrações de 
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5~g/mL e 1 O~g/mL de tricofitina(Figura 9). Foi detectado um aumento significativo na 

secreção de IL-4 pelos LT CD4+ de indivíduos controle. Já células de pacientes 

demonstraram tanto secreção IL-4 como também de IL-10. Observamos que L T CD4+ 

de pacientes produziram citocinas quando em contato com CDDM sem estímulo de 

antígeno, acreditamos que isto se deve a um contato prévio dos monócitos de 

pacientes com o fungo e assim quando estas células foram diferenciadas em CDs já 

estavam estimuladas pelo contato anterior ao fungo. Não houve produção de IL-17 

pelas células de indivíduos controle e nem de pacientes. 

Para muitos fungos patogênicos, a efetiva resposta do tecido à invasão é a 

presença de uma inflamação granulomatosa (uma imagem que marca a imunidade 

mediada por células) . Subjacente a imunidade adquirida para C. albicans, a presença 

de uma resposta positiva de hipersensibilidade tipo tardia (DTH) é demonstrável em 

indivíduos adultos imunocompetentes, e se presume evitar progressão da colonização 

da mucosa. A hipersensibilidade tipo tardia (DTH) é a maior caracterísitica da resposta 

imune mediada por células em dermatofitose. Na reação DTH clássica , a ativação de 

macrófagos é mediada por IFN-y produzindo linfócitos T CD4+ (Th1) . A reação DTH 

positiva para tricofitina é associada com altos títulos de IgG e ausência de IgE ou IgG4 

(WOODFOLK ET AL, 1996). Linfócitos de indivíduos saudáveis mostraram respostas 

proliferativas após estimulação com antígenos fúngicos e produziram diferentes 

citocinas. Existe acentuada plasticidade de células T na resposta a fungos. A 

heterogeneidade do repertório de células T CD4+ e CD8+ pode favorecer a 

multiplicidade e redundância de mecanismos efetores através dos quais células T 

participam no controle de infecções fúngicas . Portanto, anfitrião da resistência aos 

fungos parece depender da indução de imunidade celular, mediada por células T, pelas 

citocinas efetoras e fagócitos. As circunstâncias clínicas em que ocorrem infecções 

fúngicas estão associadas com uma deficiência da imunidade mediada por células . A 

Síndrome de Imunodeficiência Adquirida (SIDA) e neoplasias hematológicas graves são 

exemplos de defeitos adquiridos em função de células T, que predispõem a graves 

infecções fúngicas. 

A geração de uma posição dominante de resposta mediada por células Th1 por 

IL-12 é necessária para a expressão de imunidade aos fungos. Os dados experimentais 
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têm demonstrado os efeitos deletérios da diminuição da secreção de IL-12 ou ablação 

IFN-y sobre o curso e o estabelecimento de infecções fúngicas. Através da produção de 

IFN-y e auxílio na opsonização de anticorpos, a ativação das células Th1 é 

fundamental para otimizar a ativação de fagócitos em locais de infecção. Entretanto, a 

falta de emissão de sinais para ativar fagócitos efetores pode predispor os pacientes a 

infecções esmagadoras, limitando a eficácia terapêutica de antifúngicos e anticorpos, e 

favorecendo a persistência e I ou comensalismo. 

Estudos imunológicos em pacientes com formas polarizadas da 

paracoccidioidomicose mostram uma associação tendenciosa entre reatividade Th 1 e 

formas assintomáticas ou leves da infecção, em contraste com a correlação entre 

resposta Th2 e a forma grave da doença. Portanto, os pacientes com infecção 

disseminada têm defeituosa produção de IFN-y e anergia OTH associada com aumento 

dos níveis de citocinas tipo 2 (IL-4 e IL-5), IgE, IgG4 e IgA, e eosinofilia, que é um 

marcador de mau prognóstico em micoses endêmicas. IL-4 é um importante 

determinante da suscetibilidade e resistência, na maioria das infecções por fungos. 

Ablação de IL-4 aumenta a imunidade a fungos em modelos experimentais de infecção. 

IL-4 pode desativar ou ativar fagócitos e COs especializadas para certas funções, por 

exemplo, pode inibir efeitores antifúngicos ativados por fagócitos e ainda pode 

promover a produção de IL-12 por COso Então, o mais importante mecanismo 

subjacente à atividade inibitória de IL-4 em infecções é a sua capacidade de agir como 

o mais potente sinal de compromisso com a reatividade célula= Th2 que amortece o 

efeito protetor das células Th1. Em indivíduos atópicos, a reprimida resposta OTH a 

fungos está associada com o aumento dos níveis de IgE, IgA e IgG ( revisado por 

ROMANI,2004). 

No entanto, a suscetibilidade a infecções fúngicas nem sempre pode estar 

associada com acentuada produção de IL-4. Por exemplo, embora a associação entre 

cand idíase disseminada crônica e variantes genéticas de IL-4 tenha sido descrita 

recentemente, os níveis de IL-4 ou IL-5 nem sempre estão aumentados em pacientes 

com candidíase mucocutânea (CMC). Várias observações clínicas indicam uma inversa 

relação entre IFN-y e IL-10 em infecções fúngicas. Pacientes com altos níveis de IL-10, 

que afeta negativamente a produção de IFN- y, são observados em doenças crônicas 
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envolvendo Candida, na forma grave das micoses endêmicas e em pacientes 

neutropênicos com aspergilose. No entanto , a tolerância para os fungos também pode 

ser alcançada através da indução de células Treg que podem aperfeiçoar a reatividade 

antifúngica. Portanto, células T supressores recentemente recuperaram a sua 

reputação como chave de controle na imunidade antifúngica (ROMANI, 2004) . 

Várias experiências têm demonstrado que a resolução das dermatofitoses é 

mediada por DTH (CALDERON, 1989). Em contraste, testes cutâneos de IH são 

frequentemente associados à infecção crônica, o que sugere que uma resposta 

humoral apresenta menor proteção a Trichophyton do que uma resposta mediada por 

células (JONES, 1993). 

A fração homólogo 29-kDa, Tri r 2 derivados de T. rubrum, tem capacidade de 

induzir testes cutâneos positivos para IH e DTH em diferentes indivíduos. A resposta 

estimulada pelo Tri r 2 foi caracterizada pela secreção de citocina da resposta tipo Th1 

em indivíduos DTH-positivos. Paradoxalmente, um peptídeo da Tri r2 , denominado de 

p5, induziu a produção de IL-5 e IL-10 (citocinas da resposta tipo Th2) em DTH-positivo, 

mas não em indivíduos IH positivos. Estas observações argumentam contra a 

separação de células Th1 e Th2 com respostas do tipo DTH e IH, respectivamente . 

Estes resultados sugerem que as respostas induzidas por Trichophyton não refletem 

DTH clássico, mas em uma resposta alternativa (revisado por Almeida, 2008). 

Em conclusão, os nossos resultados sugerem que as células dendríticas são 

mais resistentes no controle do crescimento de T. rubrum quando comparadas com 

macrófagos ou monócitos. Observamos também, que células dendríticas de indivíduos 

controles não produzem IL-12 e estimulam preferencialmente linfócitos T CD4 

secretores de IL-4 . Por outro lado, células dendríticas de pacientes produzem IL-12 e 

induzem a ativação de linfócitos T produtores de IL-4 e IL-10. Embora níveis de IFNy 

fossem detectados na proliferação de linfócitos de pacientes, essa produção não foi 

significativa. Talvez um maior número de pacientes pudesse esclarecer se há uma 

tendência de mudança de padrão de resposta. Entretanto, esses dados demonstram a 

capacidade de células dendríticas em ativar linfócitos T, sendo que essa expansão de 

células T poderia ser determinante no controle ou exacerbação das dermatofitoses por 

T. rubrum. 
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6. CONCLUSÕES 

> Células dendríticas derivadas de monócitos (CDDM) fagocitaram conídios de 

Trichophyton rubrum. Após fagocitose as CDDM permaceram viáveis. Entretanto as 

CDDM de pacientes não conseguiram conter a multiplicação dos conídios em seu 

interior. 

> CDDM expressaram em sua superfície molécula co-estimulatórias (CD80, CD83, 

CD86, CD40) e HLA-DR. Não houve diferença na expressão destas moléculas na 

presença de conídios de T rubrum. Porém houve uma diminuição do número de 

células de pacientes que expressam estas moléculas na presença de conídio de T 

rubrum. 

r Houve um aumento significativo na secreção de TNF-a e de IL-12 pelas CDDM de 

pacientes quando em contato com conídio de Trubrum . 

". CDDM de pacientes ativada e pulsada com tricofitina foram capazes de apresentar 

este antígeno aos L T CD4 e induzir proliferação destas células . 

> Após proliferação dos L T CD4 foram secretados IL-4 por células de indivíduos 

controle·e I L -10 e I L -4 por célu las de pacientes. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

APCs - Células Apresentadoras de Antígeno 

BSA - Albumina de Soro Bovino 

CDDM - Célula Dendrítica Derivada de Monócito 

CDs - Células Dendríticas 

DNA - Ácido desoxiribonucléico 

DO - Densidade Óptica 

DTH- Hipersensibilidade tipo tardia 

EDTA - Ácido Etilenodiaminotetracético 

ELISA - "Enzime-Linked Immunosorbent Assay" 

Fc - Fragmento constante da molécula de imunoglobulina 

FITC - Isotiocianato de Fluoresceína 

GM-CSF - Fator de Crescimento Celular de Monócitos e Granulócitos 

HLA - Antígeno Leucocitário Humano 

19 - Imunoglobulina 

IFN-y - Interferon-gama 

IH- Hipersensibilidade imediata 

IL - Interleucina 

LPS - Lipopolissacarídeo 

LT CD4 - Linfócito T CD4 

MHC - Complexo Principal de Histocompatibilidade 

NO - Óxido Nítrico 

OPD - Orthophenylenediamine 

PBS - Solução Salina de Fosfato Tamponada 

PE - Ficoeritrina 

PI - lodeto de Propídio 

RPMI- meio de cultura "Roswell Park Memoriallnstitute- 1640" 

SFB - Soro Fetal Bovino 

Th - Linfótito auxiliar 

TLR - "TolI Like Receptor" 
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TNF-a - Fator a de Necrose Tumoral 

TNF-R - receptores de TNF 

TReg- Células T Regulatórias 

UFC - Unidades Formadoras de Colônias 
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~r .... HOSPITAL DAS ClíNICAS 
. DA FA~ULDADE DE MEDICINA ~ ...... DA IJIIIIViêR5!DJU'E DE SÃO l'AIJLO 

APROVAÇÃO 

A Comissão de Ética para Análise de Projetos de Pesquisa -

CAPPesq da Diretoria Clínica do Hospital das Clínicas e da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo, em sessão de 20/02/2008, APROVOU 

o Protocolo de Pesquisa nO 0915/07, intitulado: "INTERAÇÃO DE CÉLULAS 

DENDRíTICAS COM CONíDIOS DE TRICHOPHYTON RUBRUM." apresentado pelo 

Departamento de DERMATOLOGIA, inclusive o Termo de Consentimento Livre 

e Esclarecido. 

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar à CAPPesq, os 

relatórios parciais e final sobre a pesquisa (Resolução do Conselho Nacional 

de Saúde n° 196, de 10/10/1996, inciso IX.2, letra"c"). 

Pesquisador (a) Responsável: José Eduardo Costa Marfins 

Pesquisador (a) Executante: Karla Letícia Santiago 

CAPPesq, 22 de Fevereiro de 2008 

..--: À _ 

~ 

Prot. Dr. Eduardo Massad 
Presidente da Comissão de 

Ética para Análise de 
Projetos de Pesquisa 

Comissão de Ética para Análise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clínica do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo Rua Ovídio Pires de Campos, 255, 5° andar - CEP 05403 

010 - São Paulo - SP Fone: 011 3069 64.42 Fax: 011 3069 6492 e-mail: cappesq@hcnet.usp.br I 

secretariacappesq2@hcnet.usp.br 



Ofício CEP n° 114/2007 

IImo(a). Sr(a). 
Karla Letícia Santiago 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

Comitê de Ética em Pesquisa - CEP 

São Paulo, 3 de setembro de 2007. 

Orientador Prof. Sandro Rogério de Almeida 
FBC 

Prezado(a) Senhor(a), 

O Comitê de Ética em Pesquisa da FCF/USP, em reunião realizada 

em 03 de setembro de 2007, APROVOU o projeto "Interação de células dendríticas 

com conídios de Trichophyton rubrum" (Protocolo CEP n° 448) apresentado por 

Vossa Senhoria. 

Lembramos que após a execução de 50% do cronograma do 

projeto, deverá ser apresentado um relatório parcial, de acordo com o Artigo 18 -

item C, da Portaria FCF-111/97. 

Atenciosamente, 

~~'-~o. 

Profa. Orá. Elvira Maria Guerra Shinohara 
Coordenadora do Comitê de Ética em Pesquisa 

FCF/USP 

Av. Prof. Uneu Prestes, nO 580, Bloco 13 A - Cidade Universitária - CEP 05508-S00 - São Paulo - SP 
Fone I Fax: (11) 3091~ - e-mail: cepfcf@Usp.br 

::,. 
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