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RESUMO 

PINA, A. Atividade fungicida e secretora de macrófagos alveolares de camundongos 
susceptíveis e resistentes infectados pelo P. brasiliensis. São Paulo, 2005 . 118p. Tese de 
Doutorado - Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Análises Clínicas - Universidade de 
São PaulolUSP. 

Estudos em nosso laboratório caracterizaram camundongos B 10.A e NJ, respectivamente, 

como susceptíveis e resistentes à infecção pulmonar pelo fungo Paracoccidioides 

brasiliensis. A imunidade inata desempenha papel fundamental no controle inicial dos 

patógenos e na regulação da resposta imune adquirida. Como os macrófagos alveolares são 

as primeiras células do hospedeiro a interagir com o fungo, propusemo-nos a estudar a 

capacidade fungicida e secretora dos macrófagos alveolares de camundongos susceptíveis 

e resistentes ao P. brasiliensis para melhor compreender a PCM pulmonar. Camundongos 

BIO.A e NJ normais (n: 10-15) foram submetidos a lavagem bronco-alveolar (LBA) e a 

suspensão celular obtida (2xl05 células/poço) foi pré-ativada durante a noite com IFN-y, 

IL-12 ou a combinação destas duas citocinas (50.000, 10.000 e 2.000 pglrnL) e desafiados 

in vitro com leveduras viáveis de P. brasiliensis (relação fungo-macrófagos de 1 :50). Após 

72h de incubação a atividade fungicida dos macrófagos foi avaliada através da contagem 

do número de fungos viáveis pelo método de unidades formadoras de colônias (UFC). A 

produção de nitrito e de citocinas foi avaliada no sobrenadante de cultivo através da reação 

de Griess e ELISA, respectivamente. Os dados foram expressos como média ± EP e 

analisados pelo teste T -Student. Nossos resultados mostraram que os macrófagos de 

camundongos BlO.A pré-ativados com IFN-y, IL-12 ou ambas as citocinas nas diferentes 

concentrações ensaiadas apresentaram elevada capacidade fungicida (51-97%) 

acompanhada de produção aumentada de NO, IL-12 e MCP-l e baixa síntese de IL-lO e 

GM-CSF. Por outro lado, somente o tratamento com a mais alta concentração de IFN-y foi 

capaz de induzir atividade fungicida em macrófagos alveolares de animais NJ. A síntese 

de NO ocorreu sempre em baixos níveis e nos sobrenadantes dos co-cultivos observamos 

altos níveis de IL-IO e GM-CSF associados a baixas concentrações de IL-12 e MCP-l. A 

inibição da síntese de NO por aminoguanidina demonstrou que a atividade fungicida dos 

macrófagos de animais B 10. A, mas não de NJ, era mediada por este composto. ° 
tratamento dos macrófagos com anticorpo monoclonal anti-IL-lO não alterou a capacidade 



fungicida dos macrófagos de ambas as linhagens. entretanto induziu franca produção de 

NO que, para animais AlJ, não se traduziu em atividade microbicida aparente. Por outro 

lado. a neutralização de TGF-S induziu alta capacidade fungicida das células de animais 

AlJ. níveis aumentados de NO e TNF-a. aliados a níveis reduzidos de Il-IO. O mesmo 

tratamento não alterou a já elevada capacidade fungicida dos macrófagos alveolares de 

animais BIO.A mas aumentou a produção de NO, IL-12 e TNF-a.. Em conclusão, os 

macrófagos alveolares de camundongos BlO.A são facilmente ativáveis por 1FN-y e IL-12, 

apresentam elevada capacidade fungicida, NO-dependente, sobre leveduras do P. 

brasiliensis associada com a síntese de níveis elevados de NO e IL-12. Por outro lado, os 

macrófagos de camundongos AlJ são pobremente ativados por 1FN-y e Il-12, produzem 

baixos níveis de NO, a sua capacidade fungicida, que parece ser NO-independente, pode 

ser aumentada pela neutralização do TGF-~ endógeno, mas não pelo tratamento com anti­

IL-IO. 

Palavras chave: paracoccidioidomicose, fungo, macrófagos, camundongos susceptíveis e 

resistentes, imunidade inata. 



ABSTRACT 

PINA, A. Fungicidal and secretory ability of alveolar macrophages from susceptible 
and resistant mice infected with P. brasiliensis. São Paulo, 2005 . 118p. Tese de 
Doutorado - Faculdade de Ciências Farmaceuticas, Análises Clínicas - Universidade de 
São PaulolUSP. 

Previous studies in our laboratory characterized B 10.A and N J mice as susceptible and 

resistant strains to pulmonary Paracoccidioides brasiliensis infection. Innate immunity 

plays a fundamental role on the control of the initial growth of pathogens as well as in the 

acquired immunity that subsequently develops. As alveolar macrophages are the first host 

cells to interact with P. brasiliensis we decided to study the fungicidal and secretory ability 

of alveolar macrophages from resistant and susceptible mice to P. brasiliensis to better 

understand the pulmonary model of paracoccidioidomycosis. Normal B 1 O.A and NJ mice 

(n=10-15) were submitted to bronchoalveolar lavage (BAL) and cell suspensions 

(2xl05cells/well) were pre-activated ovemight with IFN-y, IL-12 or the combination of 

these two cytokines (50,000, 10,000 and 2,000 pglrnL). After that, macrophages were in 

vitro challenged with P. brasiliensis yeasts (1:50 fungus :macrophage ratio) and 72h later 

fungicidal activity was determined by colony forming units counts (CFU). Nitrite and 

cytokines production were determined in culture supematants by Griess reaction and 

ELISA, respectively. Data were expressed as means ± SE and analyzed by Student's t testo 

Our results showed that B 10. A macrophages pre-activated with the different assayed 

concentrations oflFN-y, IL-12 or both cytokines presented elevated fungicidal ability (51-

97%) concomitant with the presence of high leveIs of NO, IL-12 and MCP-l and low 

amounts of IL-I0 and GM-CSF. NO synthesis occurred in low leveIs but high 

concentrations ofIL-lO and GM-CSF associated to low amounts ofIL-12 and MCP- I were 

detected in the co-cultures supematants. NO synthesis inhibition by aminoguanidine 

clearly showed that the fungicidal ability ofBIO.A but not of NJ macrophages was NO­

dependent. Treatment with anti-IL-IO monoclonal antibodies did not alter the fungicidal 

ability of macrophages trom both mouse strains but enhanced NO synthesis which, 

however, did not alter the absent microbicidal ability of NJ macrophages. On the contrary, 

anti-TGF-p treatment induced an increased fungicidal ability of NJ cells associated with 

enhanced leveIs of NO and TNF-a besides diminished amounts of IL-IO. The same 

treatment did not alter the high fungicidal ability of BIO.A alveolar macrophages but 



increased NO, IL-12 and TNF-a production. In conclusion, alveolar macrophages from 

susceptible mice are easily activated by IFN-y and IL-1 2, present a high and NO-dependent 

ability to kill P. brasiliensis yeasts and secrete elevated leveIs of NO and ll..,-12. In 

contrast, alveolar macrophages from resistant mice are poorly activated by IFN-y and IL-

12, secrete low amounts ofNO and high of IL-lO. Their fungicidal ability which appears to 

be NO-independent can be restored by neutralization of endogenous TGF-~ but not by 

anti-IL-I0 treatment. 

Keywords: paracoccidioidomycosis, fungi, macrophages, susceptible and resistant mice, 

innate immunity. 
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A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doença crônica granulomatosa, 

causada pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis (Pb). É a micose profunda mais 

comum no Brasil (Wanke & Londero, 1994) e endêmica em vários países latino­

americanos, principalmente na Venezuela, Colômbia, Argentina e México 

(Mackinnon, 1972; Sihma & CIS, 1986; Restrepo, 1985; Lacaz et a/. , 1991). É 

mais freqüente em adultos de 20 a 60 anos de idade, do sexo masculino, que 

exercem atividades agrícolas (Fava Netto et a/. , 1965). 

O fungo Pb, é conhecido até o presente momento na sua forma 

assexuada, imperfeita (Almeida, 1930 apud Lacaz, 1994). Este fungo apresenta 

característica dimórfica, crescendo na forma miceliar à temperatura de 25 a 27°C, 

apresentando colônias de aspecto cotonoso, de crescimento lento e, observado 

ao microscópio, apresenta hifas hialinas delgadas e septadas. Na forma 

leveduriforme a 35 - 37°C, o fungo cresce como colônias cerebriformes, que ao 

exame microscópio pode apresentar formas arredondadas ou ovaladas, ou 

multibrotantes, com aspecto morfológico característico de roda de leme, com 

diâmetro variável de 1-30 IJm (Lacaz et aI. , 1991). As características da fase 

leveduriforme são utilizadas no diagnóstico micológico da PCM, por ser a 

morfologia que o fungo apresenta na vida parasitária. 

O habitat natural do agente etiológico é exógeno ao homem, no entanto, 

ainda permanece pouco conhecido (Restrepo, 1985), tendo sido isolado de fezes 

de pingüim (Garcia et aI. , 1993), de ração de cachorro (Ferreira et aI. , 1990) e de 

solo (Albornoz, 1971 ; Negroni et aI. , 1966 e Silva-Vergara et aI. , 1998). Acredita­

se que micélios e conídios cresçam no solo, na água e nas plantas a temperatura 

ambiente e seriam as formas infectantes naturais do Pb (Restrepo, 1985). 

O homem é o hospedeiro conhecido, capaz de desenvolver a doença e 

contaminado possivelmente por via respiratória (González-Ochoa, 1972; Restrepo 

et aI. , 1970; Pupo, 1965). Outras vias infectantes foram também descritas, entre 
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as quais a penetração do fungo em tecido traumatizado (Soares & labuki , 1974; 

Brito, 1973; Bopp, 1955). 

Alguns trabalhos relataram o isolamento do Pb a partir das vísceras de 

tatus (Dazypus novemcinctus) , sugerindo que esses animais sejam o reservatório 

natural da PCM. Assim, Naiff et aI. (1986) isolaram este fungo das vísceras 

destes animais que habitavam no interior do Pará. Posteriormente, Bagagli et aI. 

(1998) também isolaram o fungo a partir das vísceras de tatus da região de 

Botucatu, interior de São Paulo. Todos os isolados obtidos desses animais foram 

virulentos em modelos experimentais de hamster e mostraram similaridades 

micológicas, bioquímicas, antigênicas e moleculares com os isolados humanos 

(Sano et aI., 1998-99a; Sano et aI., 1998-99b). 

A PCM é considerada moléstia não contagiosa sem notificação 

compulsória, sendo assim difícil estimar o número exato de casos, entretanto, é 

suposto que em áreas endêmicas grande número de indivíduos possam ser 

infectados pelo fungo pela inalação de conídios infectantes que, atingindo os 

pulmões podem desenvolver o foco primário ou disseminar por via 

linfohematogênica em diferentes órgão ou sistemas (Restrepo, 1988; Restrepo et 

aI., 1985). 

A incidência da PCM é cerca de 13 a 87 vezes maior em homens do que 

em mulheres, apesar do contato do fungo ser praticamente o mesmo para ambos 

os sexos (Franco et aI. , 1987). 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 leveduriforme (doença) era 

inibida pelo hormônio 17 -~ estradiol. O mecanismo pelo qual o 17 -~ estradiol atua 

no Pb 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 Pb (Loose et aI., 1983). Alem disso, estudos 

recentes demonstram que o 17 -~ estradiol pode induzir in vitro a produção de 

óxido nítrico (NO) e aumento da expressão da enzima óxido nítrico sintase 

induzida (iNOS) em macrófagos peritoneais (Hong et aI., 2004). 

Uma vez que o sistema imune do hospedeiro entre em contato com o 

fungo, características do indivíduo (idade, sexo, estado nutricional entre outras), 

do fungo (virulência e antigenicidade) e da interação entre eles contribuirão para 
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que se instale a peM-infecção ou a PeM-doença (revisado por Franco et aI. , 

1993). 

A maioria dos indivíduos infectados usualmente desenvolve infecção 

pulmonar assintomática caracterizando a peM-infecção. Neste caso, a infecção 

se localiza nos pulmões ou em tecido mucocutâneo e o foco infeccioso pode 

desaparecer (Sihma & eiS, 1986; Franco et aI. , 1987). A infecção também pode 

evoluir de assintomática para progressiva, com disseminação para vários órgãos, 

causando diversas lesões; este quadro caracteriza a PeM-doença a qual pode 

evoluir para a forma aguda ou subaguda ou para a forma crônica que pode ser 

subdividida em branda, moderada e grave (Franco et aI. , 1987). 

A forma aguda ou juvenil (FJ) 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, é mais freqüente 

em jovens com idade inferior aos 30 anos (Franco et aI. , 1989; Srummer et aI., 

1993) e os pacientes apresentam predomínio de citocinas do padrão Th2, altos 

níveis de anticorpos específicos e de IgE, eosinofilia e resposta imune celular 

suprimida (Mota et aI. , 1985; Senard et aI. , 1997). Nesta mesma linha, trabalho 

desenvolvido por Mamoni et ai (2002) também mostrou que pacientes com FJ 

desenvolvem níveis aumentados de IgG4, IgE, IgA e TGF-I3. 

Por outro lado, a forma crônica ou adulta (FA) representa cerca de 90% 

dos casos, é freqüente em homens adultos, apresenta curso lento, 

comprometimento pulmonar, disseminação podendo afetar mucosas, linfonodos, 

adrenais e, menos freqüentemente, o sistema nervoso central , medula e órgãos 

genitais (Franco et aI., 1989; Srummer et aI., 1993). Pacientes com a FA menos 

grave apresentam níveis elevados de citocinas do padrão Th1 (IFN-y) além de 

anticorpos específicos IgG2 e IgA (imunoglobulina de mucosa), sugerindo certo 

controle da infecção e doença menos grave (Saida et aI. , 1999). 

Geralmente, com a evolução da forma grave da doença, há depressão da 

imunidade celular e elevação dos títulos de anticorpos específicos (Mota et aI., 

1985; Siagioni et aI. , 1984). Há também diferenças marcantes nos achados 

histopatológicos. Na forma benigna da doença aparecem granulomas epitelióides 

compactos e na forma grave os granulomas são frouxos, supurativos com 

numerosas células fúngicas (Fava Netto, 1961). 



Do ponto de vista da resposta imunológica, os pacientes 

paracoccidioidomicóticos têm sido classificados em duas formas polares (Lacaz et 

aI. , 1982): 1) um pólo hiperérgico, que se apresenta como uma forma benigna da 

doença, onde a infecção é localizada, o hospedeiro apresenta resposta imune 

celular preservada, baixos títulos de anticorpos e os achados histopatológicos 

mostram a formação de granulomas epitel ióides compactos contendo poucos 

fungos e, 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 específicos; apresentam na histologia áreas de inflamação 

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

abundantes células do fungo. 

Usando um modelo de infecção intraperitoneal (i.p.) de PCM, Calich et aI. 

(1985) demonstraram que havia diferenças significantes na susceptibilidade ao 

fungo entre várias linhagens isogênicas de camundongos: AlSn foi caracterizada 

como a mais resistente enquanto que animais 810.A mostraram-se altamente 

susceptíveis à infecção pelo Pb. Cano et aI. (1995) desenvolveram um modelo de 

PCM pulmonar empregando as mesmas linhagens de camundongos, mas 

utilizando a via intratraqueal (i.t.) de infecção. Foi verificado que camundongos 

AlSn desenvolvem PCM crônica, benigna e restrita aos pulmões enquanto que 

animais 81 O.A desenvolvem doença disseminada e progressiva. 

Os resultados obtidos sobre a PCM até o momento sugerem que a 

resistência à doença está associada à atividade de linfócitos T, macrófagos (MIZl) 

e células B mediadas por interferon-gama (IFN-y) (Cano et aI. , 1995). 

Trabalho desenvolvido por Souto et aI. (2000) demonstrou que a PCM 

experimental induzida por via intravenosa era mais grave em camundongos 

C57BU6 cujos genes para o IFN-y ou para o gene p55 do receptor do TNF-a 

haviam sido nocauteados por recombinação homóloga. Camundongos C57BU6 

selvagens apresentaram doença mais controlada e granulomas organizados, 

enquanto que a infecção nos animais deficientes para IFN-y e para o receptor de 

TNF-a foi mais grave (especialmente nos animais IFN-y KO) , induziu mortalidade 

precoce e apresentou-se sob forma de lesões disseminadas e desorganizadas. 
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o IFN-y pode ativar diversas células da imunidade natural e adquirida; por 

exemplo, em infecção fúngica, Salkowski & Balish (1991) demonstraram que o 

IFN-y aumenta a atividade de células NK ("Natural Killer") durante a infecção 

criptocócica e que o tratamento com o anticorpo monoclonal (AcM) anti-IFN-y 

prejudicava a eliminação do fungo dos pulmões, baço e fígado. 

Em nosso modelo experimental Cano et aI. (1998) demonstraram que a 

depleção in vivo do IFN-y por AcM agravou a doença, tanto de animais 

susceptíveis como resistentes ao fungo. Em animais depletados houve aumento 

da carga fúngica pulmonar, disseminação precoce para o fígado e baço, prejuízo 

da imunidade celular resultando em respostas de hipersensibilidade tardia 

diminuídas ou ausentes, e a produção de níveis mais elevados de anticorpos dos 

isótipos IgG1 e IgG2b. 

O IFN-y exerce um papel protetor na PCM através do controle da 

multiplicação de fungos por fagócitos, como previamente demonstrado por 

diversos pesquisadores (Brummer, 1994; Cano et aI., 1998; Moscardi-Bacchi et 

aI. , 1994). Então, esta citocina parece ser o principal mediador da resistência 

contra infecções causadas por Pb em camundongos, e sua ação parece ser 

exercida através da atividade anti-fúngica dos M0 que produzem NO, um potente 

mediador da morte do fungo. O IFN-y pode também ativar e aumentar a atividade 

fungicida de leucócitos PMN, que, entretanto, exercem sua atividade através de 

radicais reativos do oxigênio (Brummer et aI., 1994). 

O sistema mononuclear fagocítico constitui um importante mecanismo 

efetor na imunidade natural e adquirida contra vários patógenos. No nosso 

modelo experimental de infecção i.p. , Kashino et aI. (1995) demonstraram que os 

M0 desempenham um papel fundamental na defesa de hospedeiros susceptíveis 

e resistentes ao Pb. O bloqueio in vivo dos M0 por tratamento com carvão coloidal 

aumentou a mortalidade e a gravidade das lesões tanto de animais susceptíveis 

como resistentes ao fungo. 

Estudando mais a PCM, tanto no modelo í.p. como na PCM pulmonar, 

verificou-se que a infecção pelo Pb leva a diferentes graus de ativação 

macrofágica que depende do padrão genético da linhagem de camundongo 

empregada. Assim, na infecção í.p., durante o primeiro mês da doença induzida 

pelo isolado virulento Pb18, M0 de animais resistentes apresentam atividade 
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aumentada de espraiamento no vidro e de produção de peróxido de hidrogênio 

(Calich, 1994). Por outro lado, M0 de animais susceptíveis não apresentam estas 

atividades. Os M0 de ambas as linhagens, entretanto, apresentam expressão 

aumentada de antígenos do complexo de histocompatibil idade principal de classe 

" (revisto por Calich et aI. , 1994). 

No modelo de infecção pulmonar, Cano et aI. (1995) demonstraram que M0 

alveolares de camundongos resistentes produzem altos níveis de peróxido de 

hidrogênio (H202) a partir do segundo mês de infecção, enquanto que esta 

população celular de animais susceptíveis não o faz. Entretanto, em elegante 

trabalho Brummer (1994) demonstrou que a atividade fungicida sobre o Pb 

desenvolvida por M0 murinos (BALB/c) ativados não podia ser abolida por 

tratamento com superóxido dismutase, catalase ou azida sódica, sugerindo que o 

mecanismo fungiCida era independente dos produtos da explosão respiratória, 

portanto independentes do oxigênio. 

Trabalho desenvolvido por Popi et aI. (2002) explicou um pouco mais a 

influência da molécula glicoprotéica gp-43 (principal componente antigênico do 

fungo) na interação in vitro do P. brasiliensis com os M0. Resultados mostraram 

que o índice de atividade fungicida dos M0 peritoneais de camundongos B10.A e 

NSn contra o fungo esteve reduzida quando foi adicionada a glicoproteína gp-43 

em diferentes concentrações (25, 50, 75, 100 e 150 !lg/mL). Assim, esse antígeno 

que é o mais importante indutor da produção de anticorpos na PCM teria um 

efeito desativador de M0. 

Matos Grosso et aI. (2003) estudaram a influência da molécula 

glicoproteíca gp-70 na interação in vitro do Pb com os M0. A gp-70 está localizada 

no compartimento intracelular do fungo Pb e se encontra no soro de cerca de 96% 

dos pacientes com PCM. Os resultados mostram que a gp-70 inibe a capacidade 

fagocítica de M0 peritoneais in vitro e a liberação de NO e H20 2. Para melhor 

definir a função da gp-70 na PCM experimental foi analisado o efeito da 

imunização passiva de camundongos durante a infecção com Pb usando um AcM 

anti-gp-70. Este tratamento levou a diminuição de fungos recuperados no pulmão, 

sugerindo que a proteína facilita o estabelecimento fúngico e a progressão da 

lesão na infecção primária. 
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Algumas vezes, os M0 residentes não são capazes de destruir patógenos e 

necessitam da ativação por meio de células T helper (Th), através de citocinas 

que ativam a sua função de células efetoras. 

Muitos trabalhos já relataram que M0 peritoneais e alveolares quando 

ativados por IFN-y apresentam atividade microbicida aumentada contra diversos 

patógenos, entre eles o Pb (Brummer et aI. , 1988; Cano et aI. , 1992; Mody et aI. , 

1991 ; Brummer et alo , 1994). Ao contrário do sistema murino, o IFN-y não ativa a 

capacidade fungicida dos M0 humanos contra o Hístoplasma capsulatum 

(Fleischmann et aI. , 1990; Newman & Gootee, 1992). As citocinas que ativam M0 

humanos para inibir o crescimento intracelular do H. capsulatum são: GM-CSF, 

IL-3 e M-CSF (Newman & Gootee, 1992). 

OS M0 murinos quando ativados por LPS, IFN-y ou TNF-a. produzem dois 

tipos de produtos reativos caracterizados por suas atividades citotóxicas: 

intermediários reativos do oxigênio (ROI) e intermediários reativos do nitrogênio 

(RNI) (Drapier et aI. , 1994; Nathan, 1987). 

O NO, um dos mais importantes RNI, é gerado pela oxidação de um dos 

nitrogênios da molécula do aminoácido L-arginina (Hibbs et aI. , 1987; 1988). A 

enzima iNOS é a responsável pela produção de NO e está envolvida tanto em 

processos inflamatórios como infecciosos (Macmicking et aI., 1997). Não há 

evidências de que a iNOS de M0 possa ser expressa sem a ação prévia de 

citocinas (como o IFN-y) e produtos microbianos como o LPS. 

Diversos modelos experimentais têm demonstrado que o NO é a molécula 

responsável pelo efeito citotóxico exercido por M0, sobre uma grande variedade 

de microrganismos e parasitas tais como Schístosoma mansoní (James & Glaven, 

1989), Leíshmanía major (Bogdan et alo , 1991; Green et alo , 1993; Liew et aI., 

1990; Mauêl et aI. , 1991), Trypanosoma cruzí (Murioz-Fernandes et aI. , 1992; 

Norris et alo , 1995), Plasmodíum falcíparum e P.chabaudí (Clark et alo , 1992; 

Taylor-Robinson et alo , 1993), e diversos fungos como o Críptococcus neoformans 

(Granger et aI., 1990), oH. capsulatum (Lane et alo, 1994; Nakamura et alo , 1994) 

e a Candída albícans (Biasi et aI. , 1995). Entretanto, o NO não parece estar 

envolvido na atividade fungicida de M0 alveolares murinos e humanos contra 

outros fungos tais como, Aspergíllus fumígatus (Michaliszyn et aI., 1995; Taramelli 

et alo, 1996) e Pneumocystís carínií (Shellito et aI. , 1996). 
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Em um modelo de infecção in vitro de M0 peritoneais por conídeos de Pb, 

Gonzalez et aI. (2000) recentemente demonstraram que o NO induzido pela 

ativação macrofágica por IFN-y participa da inibição da transformação dos 

esporos em células leveduriformes e da atividade fungicida. Estes resultados 

estão de acordo com aqueles obtidos por Bocca et aI. (1998) que demonstraram 

que o tratamento in vivo com um inibidor de NO agrava a doença de 

camundongos (C57BU6) infectados pelo Pb. Entretanto, no curso da doença o 

NO também induz imunossupressão que se manifesta por diminuição da 

linfoproliferação e da expressão de antígenos de classe 11 (Bocca et aI. , 1998; 

1999). 

No modelo de infecção i.p., o nosso grupo demonstrou comportamentos 

diferentes de M0 peritoneais infectados in vitro com o Pb. Assim, M0 de animais 

resistentes produzem altos níveis de TNF-a porém a secreção de NO é reduzida. 

Ao contrário, M0 de camundongos susceptíveis estimulados por leveduras vivas 

do fungo produzem níveis elevados de NO e baixos ou praticamente ausentes de 

TNF-a.- Como o NO tem dupla função na PCM (induz a atividade fungicida dos 

M0, mas leva à supressão da linfoproliferação), experimentos de depleção in vivo 

de NO foram realizados com camundongos resistentes e susceptíveis ao fungo. A 

doença mostrou-se mais grave em ambas as linhagens. Além disso, utilizando 

camundongos C57BU6 geneticamente deficientes para o gene de NO-Sintase 2 

foi verificado que a ausência de síntese de NO é acompanhada por infecção 

muito grave com lesões disseminadas e ricas em fungos em ativo brotamento em 

vários órgãos (Nascimento et aI. , 2002). 

As citocinas são potentes reguladoras da função macrofágica. As 

chamadas pró-inflamatórias desempenham importante papel na indução da 

atividade microbicida dos fagócitos, e entre elas estão incluídas o IFN-y, o TNF-a, 

o GM-CSF, a IL-12, e a IL-18. As citocinas anti-inflamatórias como o TGF-~ , a IL-

10 e a IL-4 desempenham atividade desativadora de M0 e a sua produção 

desbalanceada leva a infecções graves, principalmente aquelas produzidas por 

patógenos intracelulares (Mosmann et aI. , 1991 ; Hoft et aI. , 2000; Reiner et aI. , 

1995; Scott et aI. , 1998). 

A resposta imune em algumas situações pode apresentar-se polarizada 

dependendo da ativação preferencial de distintas subpopulações linfocitárias. 
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Linfócitos do padrão Th1, CD4+, secretam IFN-y e IL-2 enquanto que aqueles com 

fenótipo Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (Bottomly, 1988; Cher et aI., 1987; 

Mosmann et aI., 1986; Mosmann et aI. , 1989; Romagnani et aI., 1991). O protótipo 

de resposta imune polarizada contra patógenos é aquela desenvolvida por 

camundongos resistentes e susceptíveis à infecção pelo protozoário L. major. 

Camundongos resistentes do genótipo C57BU6 apresentam ativação preferencial 

de células Th1 e a infecção evolui para a cura, com M0 ativados que impedem a 

progressão da doença. Camundongos susceptíveis da linhagem BALB/c, por 

outro lado, ativam preferencialmente linfócitos Th2 que, por impedirem a ativação 

eficiente de M0, desenvolvem leishmaniose disseminada e fatal (Bogdan et aI., 

1991 ; Reiner et aI. , 1995; Nabors et aI. , 1995). 

Muitas patologias experimentais e humanas seguem o padrão polarizado 

de ativação Th11Th2. A asma e a resposta imune contra helmintos são situações 

de ativação preferencial de células Th2 enquanto que algumas doenças auto­

imunes e a resistência imunológica a bactérias intracelulares e fungos seguem um 

fenótipo Th1 (Bottomly, 1988; Cher et aI. , 1987; Mosmann et aI., 1986; Mosmann 

et aI. , 1989; Romagnani et aI. , 1991). 

A resposta imune protetora contra fungos patogênicos como C. albicans, C. 

neoformans, H. capsulatum, A. fumigatus e Coccidioides immitis está associada à 

produção de IFN-y e IL-12, citocinas estas envolvidas tanto na ativação 

macrofágica para a função fungicida como na função de dirigir uma resposta 

imune adquirida para um padrão Th1 (Buchanan et aI. , 1993., Murphy, 1993; 

Murphy et aI. , 1998; Romani et aI. , 1995; Romani et aI., 1991 ; Wu-Hsieh et aI. , 

1987; Zhou et aI., 1995). Por outro lado, se ao início da resposta imune natural há 

a síntese preferencial de IL-4 (e também IL-10 ou TGF-~) a ativação de clones 

com padrão Th2 se estabelece e, em algumas situações pode causar 

imunopatologia ou susceptibilidade a infecções (Romani et aI., 1995; Romani et 

aI., 1991; Magee et aI., 1995). 

Estudamos o padrão de produção de citocinas na PCM experimental de 

camundongos susceptíveis e resistentes. No modelo de infecção i.p., células de 

linfonodos de camundongos resistentes estimuladas por antígeno solúvel do 

fungo produzem altos níveis de IFN-y acompanhados da secreção de IL-2. 

Citocinas Th2 (IL-10 e IL-4) são produzidas em fases mais tardias da doença. Ao 
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contrário, linfócitos de animais susceptíveis não sintetizam IL-2 e IFN-r, iniciam a 

síntese de IL-10 em período mais precoce e a IL-5 aparece como marcadora da 

ativação Th2 (Calich & Kashino, 1998; Kashino et aI. , 2000). Quando a via de 

infecção é a i.t. , tanto citocinas Th1 como Th2 aparecem nos homogenatos de 

pulmão (de ambas as linhagens) obtidos na quarta e oitava semanas pós­

infecção. Nestes períodos da doença os níveis de IFN-r, IL-4, IL-5 e IL-10 são 

mais altos nos camundongos susceptíveis, porém as citocinas Th2 parecem 

predominar, uma vez que somente estes animais desenvolvem infecção 

progressiva concomitante com ativação ausente de M0 pulmonares (Cano et aI. , 

1998). 

As citocinas IL-12 e IFN-r exercem um efeito protetor contra a doença. 

Como citado anteriormente, a depleção in vivo desta última citocina exacerba a 

doença tanto de ·camundongos susceptíveis como resistentes (Cano et aI. , 1998). 

Além disso, o tratamento de animais susceptíveis com IL-12 recombinante leva a 

doença menos grave, com síntese de níveis mais elevados de IFN-r ao início da 

infecção e produção de anticorpos específicos assim como de citocinas Th1 e Th2 

em quantidades menores em fases mais tardias da doença. A IL-12 exógena 

apesar de diminuir a carga fúngica nos órgãos de disseminação (fígado e baço), 

induz aumento evidente do infiltrado inflamatório pulmonar. A depleção de IL-12 

endógena por AcM específicos leva a doença mais grave tanto nos animais 

susceptíveis como nos resistentes. Confirmando o efeito protetor da IL-12 na 

PCM, verificamos que a doença em camundongos IL-12 KO é extremamente 

grave e leva à morte precoce dos animais (Calich et aI. , 1998; Deepe et aI. , 2000; 

Murphy et aI., 1994). 

A IL-4 parece ter um efeito antagônico na PCM pulmonar. A sua 

neutralização in vivo induz aumento da carga fúngica pulmonar em camundongos 

B10.A, porém doença menos grave nos pulmões de camundongos C57BU6 

(Arruda et aI., 2004). Utilizando camundongos geneticamente deficientes para os 

genes da IL-4 (C57BU6 IL-4 KO) verificamos que a ausência de IL-4 determina 

cargas fúngicas menores no pulmão e fígado, porém não altera o número de 

fungos viáveis no baço (Calich et aI., 1998; Deepe et aI. , 2000; Pina et aI., 2004). 

A IL-10 parece ser uma citocina que tem alto desempenho no processo de 

exacerbação da doença. A PCM em animais IL-10 KO é muito menos grave, 
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quando comparada com animais C57BL/6 controle, e apresenta um padrão 

regressivo tanto em relação ao número de fungos como quanto ao aspecto de 

lesões pulmonares. Além disso, a ausência geneticamente determinada de IL-10 

impede a disseminação do fungo para o fígado e baço (Alves & Calich, dados não 

publicados). 

Cano et aI. (2000) mostraram o papel importante das células T CDS+ na 

PCM experimental. Os resultados mostram que a depleção destas células induz a 

lesões mais graves e disseminada para ambas as linhagens. 

O estudo de citocinas pulmonares na depleção de células T CDS+ de 

camundongos resistentes mostrou diminuição nos níveis de IL-2 concomitante 

com aumento nos níveis de IL-4, indicando um comportamento do tipo 1 dessas 

células. Em camundongos 810.A, entretanto, ocorreu aumento de IL-10 e IFN-y, 

indicando a presença de células T CDS+ do tipo 1 e 2 (ChiareI/a, 2003). 

O estudo de citocinas no curso de PCM pulmonar demonstra que na fase 

de imunidade adquirida as do tipo 1 ou pró-inflamatórias (IFN-y, IL-12, IL-2) estão 

associadas com fenômenos imunológicos imunoprotetores enquanto que IL-4 e 

IL-10 (principalmente esta última) parecem determinar doenças mais graves e 

progressivas. Este fato também foi demonstrado em pacientes. A PCM infecção 

representa o pólo Th1 com síntese de IFN-y, IL-2, IL-12 e imunidade celular 

desenvolvida. Os pacientes com a forma juvenil representam o pólo Th2, pois há 

a síntese de IL-5, IL-4, IL-10 e TGF-S em níveis bastante elevados, além de 

ausência de imunidade celular. Nos indivíduos com a PCM crônica (que 

representam cerca de 90% do total de doentes) não há um perfil típico. Parece 

haver tendência Th2 nos casos mais graves (Mamoni et aI., 2001). 

Uma visão em conjunto do modelo de PCM estabelecido em nosso 

laboratório indica que os MI2I são importantes células efetoras da imunidade 

protetora contra o fungo e que o NO é um mediador de grande importância neste 

processo. Por outro lado, as citocinas exercem um papel imunomodulador da 

doença e parecem ser determinantes do padrão protetor ou não protetor da 

resposta imune adquirida. Como os MI2I têm importância fundamental nos 

fenômenos de imunidade natural e adquirida ao fungo, pretendemos neste projeto 

melhor estudar o comportamento destas células frente à infecção pelo Pb. Com 
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este projeto foi possível verificar que há um comportamento típico de MI2I 

alveolares de camundongos 810.A e AlJ que estão associados aos fenótipos de 

susceptibilidade e resistência dessas linhagens. 



SOAILH1ElO 
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OBJETIVO 

o propósito do presente trabalho foi o de caracterizar a atividade fungicida 

de MI2I alveolares de animais susceptíveis e resistentes ao Pb e correlacioná-Ia 

com a produção in vitro de NO e citocinas pró e anti-inflamatórias. 

JUSTIFICATIVAS 

Este estudo se justifica, pois no modelo de resistência e susceptibilidade de 

hospedeiro ao Pb nunca foi previamente caracterizada a atividade fungicida e 

secretora de MI2I alveolares. 

Para este estudo utilizamos vários moduladores da ativação macrofágica, 

(IFN-y, IL-12, combinação das duas citocinas, inibidor do NO - aminoguanidina e 

AcM anti-IL-10 e anti-TGF-~) no intuito de compreender os mecanismos efetores 

das primeiras células que entram em contato com o fungo após a infecção i. t. 

Além disso, estes estudos poderão auxiliar na compreensão dos mecanismos 

genéticos da resistência e susceptibilidade ao Pb, uma vez que o comportamento 

dos mediadores da imunidade natural influencia de maneira importante os 

fenômenos de imunidade adquirida que se estabelecem subsequentemente. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Animais. 

Camundongos isogênicos machos das linhagens A/J (resistentes) e B10.A 

(susceptíveis) ao Pb, (Calich et aI. , 1985), foram utilizados, ao atingirem 8 a 10 

semanas de idade. Esses animais são criados sob condições SPF ("Specific 

Pathogen FreeI! ) no Biotério de camundongos isogênicos do Depto. de Imunologia 

do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo, e mantidos no 

biotério de animais de experimentação do referido Departamento. 

Lavado Bronco-Alveolar. 

Os animais normais foram submetidos a um processo de obtenção de lavado 

bronco-alveolar (LBA), segundo a metodologia descrita por Sugar et aI. (1983). Os 

animais foram sacrificados e dissecados, a cavidade toráxica aberta e a traquéia 

cateterizada. Os pulmões foram então lavados com injeções de 1 ou 1,5 ml de 

meio "Dulbelco's Modified Eagle's Mediuml! pH 7,2 (DMEM, Sigma). O número 

total de células do LBA foi determinado por contagem em câmara de Neubauer 

após a mistura de 1 O ~I da suspensão celular a 90 ~I de cristal violeta 0,05% em 

ácido acético a 30%. Os resultados foram expressos em valores absolutos do 

número de células/animal. 

As células foram ajustadas para 4x105/ml e utilizadas nos ensaios de 

atividade fungicida, produção de citocinas e NO. Um volume de 0,50 ml de células 

foi dispensado em cada orifício de placas de cultivo de 24 poços (Costar, 

Cambridge, Mass). As culturas foram incubadas a 3rC em 5% C02 por duas 

horas. Células não aderentes foram removidas por aspiração, a monocamada 
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As co-culturas de M0 alveolares e fungos foram incubadas a 3rC em 5% 

CO2 com o meio suplementado por 72 horas. Após o período de incubação os 

sobrenadantes foram retirados e armazenados a -70°C para determinação da 

presença de NO e citocinas. 

Para alguns experimentos as co-culturas foram realizadas sobre lamínulas 

redondas em placas de cultura de 24 poços (0,5 mLlpoço). Após 2h de incubação 

com o fungo o sobrenadante foi removido, incluindo as leveduras não aderidas ou 

não fagocitadas e as lamínulas foram coradas com Wright-Giemsa (Diff-Quik; 

American Scientific Products, McGraw Park, IL). Uma média de 200 M0 foi 

contada para determinar a porcentagem de células com fungos aderidos elou 

ingeridos. Usamos este critério em função do tamanho e aspecto morfológico do 

fungo que muitas vezes impede a correta discriminação entre fungos aderidos e 

aqueles internalizados (Calich et aI. , 1979). 

Determinação de Unidades Formadoras de Colônias (UFC). 

Depois da incubação das culturas a 3rC em 5% C02 por 72 horas, as 

células em suspensão foram colhidas por aspiração e as células aderentes 

lavadas com água destilada estéril para que ocorresse a lise dos M0. O 

homogenato de cada lavagem foi recolhido até completar um volume de 1 ml para 

cada orifício. Este material foi centrifugado por 10 minutos, a 750 xg, a 4°C e 

ressuspenso em um volume adequado de DMEM simples. O sobrenadante foi 

desprezado, o sedimento foi ressuspendido em 0,5 mL de PBS e a suspensão 

obtida foi plaqueada (100 /-tI/placa) em meio BHI suplementado ("Brain Heart 

Infusion"), meio especial para recuperação de Pb viáveis (Singer-Vermes et aI. , 

1989). As placas foram incubadas a 3rC e contadas as colônias diariamente até 

que nenhum aumento em UFC fosse observado. A atividade fungicida foi 

calculada em porcentagem, através da seguinte fórmula: [100-(UFC experimental 

x 1001 UFC controle)]. 
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Determinação de NO. 

A concentração de NO nos sobrenadantes de cultura foi medida com o 

reagente de Griess (1 % sulfanilamida, 0,1% diidrocloreto de naftiletilenodiamina, 

2,5% H3P04) . Um volume de 50 !-lI do sobrenadante da cultura foi adicionado a 

um volume igual do reagente de Griess; depois de incubar em temperatura 

ambiente por 10 minutos, foi determinada a absorbância em equipamento 

Labsystems Multiskan MCC/340 em comprimento de onda de 490 nm. A 

concentração de NO foi determinada usando curva padrão padronizada com 

diferentes concentrações de nitrito de sódio (Ding et aI. , 1988). 

Determinação de contaminação por LPS 

Os AcM e o meio DMEM foram analisados quanto à presença de LPS 

como contaminante. Os ensaios foram realizados utilizando-se o kit de detecção 

"Umulus amebocyte" (SIGMA). Os AcM anti-IL-10 e anti-TGF-~ e o meio DMEM 

apresentaram valores menores que 0,015 EU/mL. 

Dosagens das citocinas: ELISA para quantificação de IL-12, TNF-a, IL-10, GM­

CSF, MCP-1 e TGF-ê. 

Foram obtidos sobrenadantes nas diversas condições experimentais e a 

presença de citocinas analisada por ELISA de captura utilizando-se pares de AcM 

para cada citocina murina ("Pharmingen ou RD Systems"). As concentrações 

determinadas em nosso laboratório para cada um dos AcM primário e secundário 

no ELISA, contra cada citocina, estão mostradas na tabela a seguir: 
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Citocinas AcM de captura AcM de detecção 

biotinilado 

IL-12 C15.6 (6 /lg/ml) C17.8 (2 /.lg/ml) 

TNF-a G281-2626 (10 ~g1mL) MP6-XT3 (2 ~g/mL) 

IL-10 JES5-2A5 (2 /lg/ml) SXC-1 (1 /.lg/ml) 

MCP-1 M053290 (9 ~g/mL) M050803 (1 ~g/mL) 

GM-CSF MPI-22E9 (6 ~g/mL) MPI-31 G6 (3 ~g/mL) 

TGF-~ MAB240 (4 ~g/mL) BAF 240 (100 ng/mL) 

As condições ótimas para o ELISA, comuns a todas as interleucinas e 

quimiocinas estão apresentadas a seguir: 

1) sensibilização das placas (fundo chato, Difco) com 100 /.lI/poço do AcM 

primário na concentração determinada, diluído em solução de bicarbonato de 

sódio 0,1 M, pH 5,0. As placas foram incubadas por 24 horas a 4°C; 

2) bloqueio dos sítios livres com 200 /.lI/poço de gelatina ("Difco") a 1 % (m/v) em 

PBS, pH 7,0, por 2 horas à temperatura ambiente; 

3) adição da citocina recombinante (UPharmingen") seguindo uma diluição seriada 

em meio DMEM com 10% de SFB v/v para obtenção de uma curva-padrão, e 

adição das amostras, em triplicata, nos demais poços; 

4) adição de 100 /lI/poço do AcM secundário biotinilado na concentração 

desejada, diluído em meio PBS com 10% de SFB; segue-se incubação por 45 

minutos à temperatura ambiente; 

5) incubação com o complexo estreptoavidina-biotina-peroxidase ("Vectastain 

ABC Elite, Vector Lab".) diluído em tampão PBS, pH=7,5 e 0,1% de Tween 20 v/v 

(Sigma); 

Cada uma das etapas acima mencionadas é intercalada por 5 lavagens 

dos poços com tampão PBS, pH=7,0 e Tween 20 a 0,05% v/v; 
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6) reação com o substrato (1 00 ~I/poço) constituído de 5 ~I de H202 a 30% 

("Merck") diluídos em solução composta por 2,8 ml de tampão fosfato de sódio 

0,2 M, 2,2 ml de ácido cítrico 0,1 M, pH=5,0 e 1 ° ml de H20, adicionado de 

10 mg do revelador ortofenilenodiamina (OPO, Merck). Incubação por 40 minutos 

à temperatura ambiente e ao abrigo da luz; 

7) interrupção da reação enzimática pela adição de ácido sulfúrico (H2S04) 4 N 

(1 00 ~lIpoço); 

8) leitura das densidades ópticas em leitor automático (VERSAMAX - Molecular 

Devices Corporation) em comprimento de onda de 492 nm. 

As concentrações de cada citocina foram determinadas tendo como base a 

reta de regressão linear feita para a curva-padrão obtida com o padrão adequado 

de citocina recombinante ("Pharmingen"). 

Dosagem de TGF-B . 

1) Sensibilização das placas com o AcM primário na concentração 

determinada, diluído em PBS, pH 7,4. As placas foram incubadas por 24 horas a 

temperatura ambiente. 

2) Bloqueio com 300 IJI de PBS contendo 5% de tween 20, 5% de sucrose e 

0,05% NaN3 por 1 hora a temperatura ambiente. 

3) Adição da citocina recombinante ("Pharmingen") após a diluição seriada em 

meio diluente (1,4% soro delipidado + 0,05% T/20 em Tris, pH 7,3 - 20 mM 

Trizma base, 150 mM, NaCI ). Incubação por 2 horas a temperatura ambiente. 

4) Adição de 100 IJI/poço do AcM secundário biotinilado na concentração 

desejada, diluído em meio apropriado; segue-se incubação por 2 horas a 

temperatura ambiente. 

5) Incubação por 20 minutos a temperatura ambiente com esptreptavidina 

HRP (R&D Systems, catalog # OY998). 
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6) Reação com o substrato (100 IJI/poço) constituído de uma mistura 1: 1 do 

reagente A (H202) e o reagente B (tetrametilbenzidina) - "R&D Systems", catalog 

# DY999 (20 -30 minutos a temperatura ambiente). 

7) Interrupção da reação enzimática pela adição de 1 M de H2S04 (50 IJI/poço); 

8) Leitura das densidades ópticas em leitor automático (VERSAMAX -

Molecular Devices Corporation) em comprimento de onda de 450 nm. 

Tratamento das amostras para caracterizar o TGF-~ ativo: 

a) Diluição das amostras a 1/5 em tampão D-PBS, pH 7,36 

b) Adicionar 1 IJI de HCI 1 N/50 IJI de amostra diluída (o pH irá para 3,0 ) 

c) Repouso a temperatura ambiente por 15 minutos 

d) Neutralização das amostras com 1 1-11 de NaOH 1 N/50 IJI de amostra (pH 

irá para 7,5) e empregar. 

Análise Estatística dos dados 

Nos experimentos in vitro (UFC, NO e citocinas), os grupos de M0 

infectados (in vitro) tratados com citocinas e seus respectivos controles (M0 

infectados) foram analisados por test T-Student, método não pareado (Graphpad­

Prism-Software version 2.01). 

Os experimentos com mais de 2 amostras foram analisados por ANOVA 

seguido de método de múltiplas comparações de acordo com Tukey. 

Resultados de p<0,05 foram considerados significantes. 
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RESULTADOS 

1) Obtenção do Lavado Bronco-Alveolar (LBA) 

Os animais B10.A e A/J normais foram submetidos a um processo de 

obtenção de LBA (1,5 mL de meio DMEM). O número total de células foi 

determinado em câmara de neubauer e obtivemos cerca de 2,5 x 105 células/mL 

de cada animal. 

2) Cultivo dos Me alveolares 

No projeto inicial pretendíamos utilizar suspensões de células do LBA 

ajustadas para 1 x1 06 células/mL. Um volume de 0,20 mL de células seria 

dispensado em uma placa de cultivo de 96 poços. 

Após vários ensaios, foi decidido dispensar 0,5 mL de células totais 

contendo 2x105 por poço (placa de cultivo de 24 poços) devido a escassez de 

células obtidas. Tal procedimento também proporcionou a obtenção de volumes 

menores de sobrenadante, porém suficientes para avaliar a produção de algumas 

citocinas e de NO. 

Após 2 horas de incubação a 3JOC em 5% de C02 as células não 

aderentes foram removidas e o seu número foi subtraído do número total de 

células pulmonares incubadas. Obtivemos aproximadamente 1 x1 05 células 

aderentes por poço. 
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Vale lembrar que as leveduras eram opsonizadas com o soro dos mesmos 

camundongos utilizados em cada experimento. 

Após 2 horas de incubação a 37°C em 5% de CO2 o sobrenadante foi 

removido e as lamínulas foram coradas e examinadas ao microscópio óptico 

comum. 

Uma média de 200 M0 foi contada para determinar o número de fungos 

aderidos e/ou ingeridos após esse tempo de incubação. 

Os resultados mostram que o número de leveduras aderidas aos M0 de 

810.A é similar ao observado com M0 de animais AlJ (2,5±0,53 e 3,0±0,41 , 

respectivamente). Quando ativamos os M0 de ambas as linhagens com IFN-r 

antes do desafio com Pb também não houve diferenças significativa entre os 

grupos (810: 4,2 ± 0,82 e AlJ : 2,4 ± 0,67). Assim, não foram observadas 

diferenças significativas entre tratamentos e linhagens. 

Os dados mostram que os M0 alveolares de animais 810.A e AlJ se 

comportam de maneira semelhante durante as primeiras 2 horas de infecção com 

leveduras viáveis do fungo Pb (Figura 1). 
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Figura 1: M4> alveolares de animais alO A e Ail (2x105 células/poço) ativados ou não com 
10.000 pg/mL de IFN-y foram co-cuhivados com leveduras viáveis do P.brasiliensis em uma 
relação fungolM4> de 1 :50 sobre lamínulas redondas em uma placa de cultura de 24 poços. 
Após 2 horas de incubação, o sobrenadante de cultivo foi desprezado e as lamínulas foram 
coradas e examinadas em imersão (ocular 1Ox, objetiva 100x). Uma média de 200 M4> foi 
contada e analisado o número de M4> com leveduras aderidas e/ou ingeridas - interação Pb: 
M4> . Os dados representam a Média e EP. 
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6) Efeito do tratamento com IFN-ye IL-12 e a combinação das duas citocinas na 

atividade fungicida in vitro dos M0 alveolares de camundongos 810.A e AlJ. 

Infecção dos M0 com o fungo em uma relação Pb-M0 de 1 :50 

"Devido à necessidade de manipular grande número de animais para obter número 
suficiente de M0 alveolares, os dados de camundongos B10.A foram obtidos em 
experimentos realizados em ocasiões diferentes daquele com animais AlJ. Por esta 
razão serão apresentados em separado." 

6.1) Me Alveolares de Camundongos B10.A 

6.1.1) Atividade fungicida e produção de NO 

Podemos observar na figura 2 que os MI2! alveolares (1 x1 05células 

aderidas/poço) ativados com diferentes concentrações de IFN-y, IL-12 e a 

combinação das duas citocinas e infectados com 2x103 de leveduras viáveis 

(proporção de 1 :50) levaram a diminuição significante do número de fungos 

recuperados demonstrando atividade fungicida evidente quando comparados aos 

MI2! controle. 

Quando os MI2! foram ativados com .!f.N.:y houve diminuição do número de 

fungos recuperados em todas as concentrações da citocina (50.000 = 147,5 ± 2,5; 

10.000 = 140 ± 0,2 e 2.000 = 258 ± 121 fungos recuperados). Estes grupos 

apresentaram atividade fungicida de 80 a 89% quando comparados com os MI2! 

não ativados com citocinas (1.297 ± 201). 

O mesmo fenômeno acontece quando tratamos os MI2! com 50.000 pg/mL 

de IL-12 (260 ± 5,8 fungos recuperados e com 89% de atividade fungicida). Nas 

concentrações de 10.000 e 2.000 pg/mL a capacidade fungicida dos MI2! foi 

reduzida para 59 e 51 %, respectivamente. 
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Podemos observar no gráfico (2) que a combinação de IFN-y e IL-12 

promove uma grande diminuição no número de fungos com as concentrações de 

50.000 (42 ± 4,4), 10.000 (220 ± 40) e 2.000 (53 ± 2,5). A atividade fungicida dos 

grupos está entre 83 a 97% quando comparada com a dos MI2l controle. 

Os M<I> ativados com 50.000 e 10.000 pg/mL de IFN-y produzem mais NO 

(46 ± 0,24 e 26 ± 1,26 11M) comparados aos M<I> controle (1,7 ± 0,37 11M) e quando 

comparados aos tratados com as doses mais altas de IL-12 (16 ± 0,25 e 1,3 ± 

0,18 11M). O mesmo acontece quando os MI2l são ativados com a combinação das 

duas citocinas (IFN-y+IL-12) na concentração de 50.000 (31 ± 0,18 11M), 10.000 

(31 ± 0,36 11M). 

Podemos observar então que, a presença de IFN-y leva a aumentos na 

produção de NO pelos MI2l alveolares de B 1 O.A aderidos e infectados com o 

fungo. Notamos que existe uma correlação positiva entre a produção de NO e a 

capacidade fungicida dos MI2l. 

A concentração de 2.000 pg/mL de IFN-y e IL-12 induz nos MI2l infectados 

níveis baixos de NO (1,26 ± 0,13 para os M<I> ativados com IFN-y e 1,69 ± 0,12 

para os M<I> ativados com IL-12). Entretanto, quando os MI2l são estimulados com 

a combinação dessas duas citocinas e na concentração de 2.000 pg/mL, notamos 

que existe um efeito sinérgico com níveis mais elevados de NO (10,5 ± 0,34 11M). 

Este efeito sinérgico parece também se expressar na atividade fungicida elevada 

observada quando os MI2l foram tratados com doses baixas de ambas as 

citocinas. 
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Figura 2: Macrófagos alveolares de animais BIO.A normais foram cultivados 
"ovenúght" com IFN-y, IL-12 e a combinação das duas citocinas em diferentes 
concentrações, 50.000 (A) , 10.000 (B) e 2.000 pg/roL (C). Os macrófagos foram 
infectados por 2h com leveduras viáveis (proporção 1 :50). Após 72h de incubação 
dos macrófagos infectados foi avaliado o número de fungos viáveis recuperados pelo 
método de Unidades Formadoras de Colônias (UFC) e o sobrenadante do cultivo foi 
(0,5 roL) para a dosagem de nitritos. O grupo controle é representado pelos 
macrófagos infectados com o fungo. Os dados representam a média ± EP de 3 a 5 
poços por grupo. Este experimento é representativo de um dentre 3 realizados com 
resultados equivalentes. (*) diferença significativa quando comparado ao grupo 
controle (M<j>+Pb). 
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6.1.2) Citocinas 

A figura (3) mostra os níveis da quimiocina MCP-1 no sobrenadante de 

cultivo dos M0 com o fungo. 

Os níveis de MCP-1 são mais altos e significativos em M<I> controle (319 ± 

55 pg/mL) quando comparados aos M<I> tratados com 50.000 (46 ± 26,6 pg/mL), 

10.000 (181 ± 4,22 pg/mL) e 2.000 pg/mL (168,67 ± 8,14 pg/mL) de IFN-y. 

Quando os M<I> são estimulados com IL-12 na concentração de 50.000 

pg/mL, temos níveis significativamente elevados de MCP-1 (463 ± 0,59 pg/mL) 

quando comparados aos dos M<I> controle (319 ± 55 pg/mL) e às outras 

concentrações de IL-12 (272 ± 17,48 para 10.000 e 327 ± O para 2.000 pg/mL). 

Já os M<l> ativados com 50.000 (173 ± 2,88 pg/mL) e 10.000 (122 ± 10,68) 

pg/mL de IL-12 com IFN-y apresentaram níveis baixos de MCP-1 quando 

comparados aos M<I> controle (319 ± 55 pg/mL). Parece que houve um efeito 

predominante do IFN-y sobre a IL-12 na regulação da síntese de MCP-1 . 

Comparando os M<I> ativados com IFN-y com os não ativados, observamos 

que somente a concentração de 50.000 pg/mL de IFN-y levou ao aumento 

significativo da produção de IL-12 (75 ± 14,87 pg/mL). 

Não foram encontradas alterações nos níveis de IL-12 para os M<I> ativados 

em todas as concentrações desta mesma citocina com relação aos M<I> controle 

(16 ± 2,78 pg/mL). 

No entanto, quando ativamos os M<I> com 10.000 pg/mL de IL-12+IFN-y 

conseguimos aumento significante de IL-12 (76 ± 14,5 pg/mL) quando comparado 

aos M<I> não ativados (16 ± 2,78 pg/mL). 

Os níveis de GM-CSF no sobrenadante de cultura de M<I> infectados 

estiveram elevados significativamente apenas quando estimulados com IFN-y em 

baixa dose e em combinação com IL-12 na concentração de 2.000 pg/mL (344,79 

± 0,7 e 334 ± 12,58 pg/mL) quando comparados aos M<I> controle (163 ± 53,7 

pg/mL). 
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Pelos resultados apresentados na figura 3, pode-se notar que os M<I> 

infectados e ativados previamente com 50.000 (67 ± 17,6 pg/mL) e 10.000 (93,7 ± 

5,46 pg/mL) de IFN-y apresentaram níveis diminuídos e significativos de IL-10 

quando comparados aos M<I> controle (202,9 ± 31 ,2 pg/mL). 

Ao comparar os grupos de tratamentos dos M<I> com o grupo controle 

verificamos que os M<I> ativados com (IFN-y+IL-12) na concentração de 50.000 

pg/mL apresentaram níveis menores e significativos (67 ± 17,7 e 23 ± 0,7 pg/mL) 

de IL-10. 

Podemos notar também que os M<I> infectados e ativados com IL-12 

apresentaram níveis equivalentes de IL-10 no sobrenadante de cultivo às 72 

horas quando comparado aos M<I> controles. Porém de maneira inesperada, 

ocorreu o aumento de IL-10 quando os M<I> foram tratados com IL-12+IFN-y na 

concentração de 10.000 (583,8 ± 55,5 pg/mL) e 2.000 pg/mL (431 ,6 ± 2,97 

pg/mL), sendo significativos quando comparados ao controle e aos outros grupos 

ativados. 
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Figura 3: Produção de citocinas por macrófagos alveolares cultivados ou não com 50.000 (A), 
10.000 (B) e 2.000 pg/mL (C) de IFN-y, IL-12 e a combinação das duas citocinas. Os animais 

BIO.A tiveram suas células alveolares colhidas e ajustadas para 2x l05 células/0,5 mL por poço. 

Trabalhando somente com macrófugos aderidos (lxI05/poço) foi realizado o co-cultivo de 2 horas 
com os fungos (relação levedura-macrófagos de I :50) . Após 72h de cultivo dos macrófagos 
infectados foi colhido o sobrenadante para a dosagem da quimiocina MCP-I, futor de crescimento 
(GM-CSF) e das interleucinas (IL-12 e IL-IO). Os dados representam a média ± EP de 3 a 5 
poços por grupo. Este experimento é representativo de um dentre 3 realizados com resultados 
equivalentes. (*) diferença estatística em relação ao grupo cultivado em ausência de ativação com 
citocinas (controle). 
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6.2) M0 Alveolares de camundongos AlJ 

6.2.1) Atividade fungicida e produção de NO 

Quando os M0 de camundongos AJJ foram previamente estimulados com 

IFN-y, IL-12 e a combinação das duas citocinas nas concentrações de 10.000 e 

2.000 pg/mL não ocorreram diferenças significativas quando comparado aos 

controles. Entretanto, os M0 estimulados com 50.000 pg/mL de IFN-y e em 

conjunto com a IL-12 na mesma concentração apresentaram capacidade 

fungicida de 97 e 99%, com uma evidente diminuição de fungos recuperados. 

Assim a atividade fungicida de NJ parece ser regulada positivamente por altas 

doses de IFN-y mas não de IL-12. 

A figura 4 mostra que a estimulação dos M0 com 50.000 pg/mL de IFN-y 

(15,501 ± 0.24 11M), IL-12 (6,4 ± 0,26 11M) ou a combinação das duas (12,9 ± 0,19 

11M) levou a aumentos significantes de NO quando comparado aos M0 não 

ativados (0,49 ± 0,002 11M). 

Quando a estimulação dos M0 foi com 10.000 pg/mL de IFN-y sozinho e 

em combinação com a IL-12 ocorreram a níveis elevados e significativos de NO 

(5,15 ± 0,445 e 3,502 ± 0,365 11M respectivamente). 

A concentração de 2.000 pg/mL de IFN-y e IL-12 não foram bons indutores 

da produção de NO (1,298 ± 0,13 e 0,648 ± 0,121 , respectivamente). Porém, 

quando os macrófagos foram estimulados com baixas concentrações das duas 

citocinas simultaneamente houve um efeito sinérgico (3,295 ± 0,34 11M). Este 

dado apresentou diferença significante em comparação com os M<j> controle (0,49 

± 0,002 11M). 

Em confronto com os dados da atividade microbicida pode-se concluir que 

somente o tratamento com altas doses de IFN-y altera o comportamento de M0 de 

camundongos NJ , apesar dos outros tratamentos terem também elevado à 

síntese de NO, que, porém, não foi suficiente para matar o fungo. 
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Figura 4: Macrófago alveolares de animais A/J nonnais (lxl05/rnL) foram cultivados 
"overnight" com IFN-y, IL-12 e a combinação das duas citocinas em diferentes 
concentrações, 50.000 (A), 10.000 (B) e 2.000 pglrnL (C). Os macrófagos foram 

infectados por 2h com 2xl03 leveduras viáveis (relação levedura-macrófagos de 1:50). 
Após 72h de incubação, foi avaliado o número de fungos recuperados pelo método de 
Unidade Fonnadoras de Colônias (UFC) e o sobrenadante do cultivo foi colhido (0,5 rnL) 
para a dosagem de nitritos. o grupo controle é representado pelos macrófagos infectados 
com o fungo. Os dados representam a média ± EP de 3 a 5 poços por grupo. Este 
experimento é representativo de um dentre 3 realizados com resultados equivalentes. (*) 
diferença significativa quando comparado ao grupo controle (M<j>+Pb). 
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6.2.2) Dosagem de Citocinas 

Os níveis de MCP-1 dos M0 normais e infectados com o fungo 

apresentaram-se em torno de 7,028 ± 0,041 pg/mL. 

Os M0 previamente ativados com IFN-y (50.000, 10.000 e 2.000 pg/mL) 

apresentaram níveis baixos de MCP-1 e foram significativamente menores que os 

níveis revelados pelos M<I> controle. 

Todas as concentrações de IL-12 também levaram à diminuição 

significante nos níveis de MCP-1 . Como esperado, o mesmo fenômeno ocorreu 

quando as células foram tratadas com IFN-y + IL-12 em todas as concentrações 

utilizadas (Fig. 5). 

O sobrenadante do cultivo de M0 ativados com 50.000 pg/mL de IFN-y 

apresentou pronunciado e significativo aumento de IL-12 (49,6 ± 1,6 pg/mL) 

quando comparado ao grupo controle (19.12 ± 2,235 pg/mL). Redução 

significante dos níveis de IL-12 foi encontrada em M0 previamente ativados com 

50.000 (4,089 ± 0,14 pg/mL), 10.000 (O±O pg/mL) e 2.000 (O±O pg/mL) de IL-12. 

Quando ambas as citocinas foram usadas em conjunto, as doses de 10.000 e 

2.000 pg/mL levaram a reduções significativas nos níveis de IL-12. Como o IFN-y 

aumenta os níveis de IL-12 e a própria IL-12 parece induzir negativamente a sua 

própria síntese, na situação de estimulação com ambas as citocinas parece 

prevalecer o efeito da IL-12. 

Como pode ser visto na figura 5, os níveis de GM-CSF estão diminuídos 

para os M0 previamente ativados com 50.000 pg/mL de IFN-y (301 ,5 ± 19,34 

pg/mL); 10.000 (200 ± 2,11 pg/mL) e 2.000 (1603,5 ± 35,21 pg/mL) de IL-12 e 

para os M0 tratados com 50.000 de IFN-y+IL-12 (383 ± 28,3 pg/mL) quando 

comparados aos M<I> controle (2752 ± 5,99 pg/mL). Entretanto, quando os M0 são 

ativados com a combinação das duas citocinas na concentração de 2.000 pg/mL, 

níveis pronunciados e significantes de GM-CSF (4.029,4 ± 293,87 pg/mL) foram 

detectados nos sobrenadantes em comparação aos obtidos de M<I> controle. 
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Quanto à síntese de IL-10, pudemos verificar que somente os M0 ativados 

com 50.000 pg/mL de IL-12 (3.744,94 ± 245,95 pg/mL) e 2.000 de (IL-12+INF-y) 

(4.070,19 ± 115 pg/mL) apresentam níveis elevados de produção de IL-10 quando 

comparados aos M0 controles (1.986 ± 0,925 pg/mL). 

Nossos dados revelaram também que a estimulação dos M0 com 50.000 

pg/mL de IFN-')'+ IL-12 levou à redução significante na produção de IL-10 (823 ± 

56 pg/mL) no sobrenadante de cultivo. 
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Figura 5: Produção de citocinas por macrófagos alveolares cultivados ou não com 50.000 (A), 
10.000 (B) e 2.000 pglrnL (C) de IFN-y, IL-12 e a combinação das duas citocinas . Os animais 

AlJ tiveram suas células alveolares colhidas e ajustadas para 2xl05 células/0,5 rnL por poço. 

Trabalhando somente com macrófagos aderidos (lx l05 /poço) foi realizado o co-cultivo de 2 horas 
com os fungos (relação levedura-macrófagos de 1:50). Após 72h de cultivo dos macrófagos 
infectados foi colhido o sobrenadante para a dosagem da quimiocina MCP-l , fator de crescimento 
(GM-CSF) e das interleucinas (lL-12 e IL-lO). 
Os dados representam a média ± EP de 3 a 5 poços por grupo. Este experimento é representativo 
de um dentre 3 realizados com resultados equivalentes . (*) diferença estatística em relação ao 
grupo cultivado em ausência de ativação com citocinas (controle). 
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7) Efeito da aminoguanidina (AG) na atividade fungicida e secretora de M0 

infectados com o Pb. 

7.1) M0 de camundongos B10.A 

7.1.1) Efeito da AG na capacidade fungicida e na síntese de NO pelos M0 

alveolares pré-ativados ou não com IFN-y. 

Os MI2l alveolares de camundongos 810.A foram incubados "ovemight" 

com IFN-y (10.000 pg/mL - concentração mínima ideal para estimular os MI2l) em 

combinação com um inibidor de síntese de NO, AG na concentração de 

1 mM/poço. Logo depois, estes MI2l foram infectados com o fungo por 2 horas 

(2.000 fungos/poço), em uma relação Pb-MI2l de 1 :50. O tratamento com AG foi 

mantido durante as 72 horas de co-cultivo. 

Quando o grupo de MI2l foi previamente ativado com IFN~y, observamos 

diminuição significativa de fungos correspondendo a um efeito fungicida de 37% 

(768 ± 36 de fungos recuperados quando comparado ao grupo controle (1.222 ± 

61). Já os grupos de MI2l infectados (1 .012 ± 133) e pré-ativados com IFN-y (848 ± 

112) quando tratados com o inibidor de NO por 72 horas não apresentaram 

diferenças significativas entre si. Logo, a AG aboliu o efeito fungicida induzido 

pelo IFN-y (Fig. 6). 

Na mesma figura 6, notamos que o grupo de M<p de animais 81 O.A tratados 

com AG e mantido durante todo o cultivo na concentração de 1 mM não 

apresentou diminuição nos níveis de NO quando comparado aos níveis 

observados nos sobrenadantes de M<p somente infectados e não submetidos a 

nenhum tratamento. 

Já os MI2l pré-ativados com IFN-y e infectados apresentaram níveis 

elevados e significativos de NO (14 ± 3 j..JM) quando comparado ao grupo controle 

(6 ± 0,6 j..JM) . O tratamento contínuo com AG por 72 horas de incubação aboliu o 

aumento de NO (8 ± 0,5 j..JM) induzido pelo IFN-y. 
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Os valores obtidos no grupo C (8 ± 1), tratados com AG, foram 

intermediários entre aqueles observados com M0 controle (6 ± 0,6) e nos M0 

ativados por IFN-y (14 ± 3). Assim, não diferiram de ambos os grupos e este fato 

traduziu-se por recuperação de número intermediário de fungos que não diferiu do 

controle de M0 normais e dos ativados pelo IFN-y. Logo, a inibição de NO pela 

AG inibiu a atividade fungicida de M0 alveolares de camundongos 81 O.A. 

7.1.2) Citocinas 

Na figura 7, pode-se notar que o tratamento dos M0 de animais 81 O.A com 

o inibidor de NO não alterou a produção das citocinas estudadas. Somente os 

níveis de IL-10 apresentaram-se reduzidos nos sobrenadantes de M0 pré­

ativados e tratados com AG durante as 72 horas de incubação com o fungo. 
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Figura 6: Macrófagos alveolares de animais BlO.A normais foram cultivados ou 
não "ovemight" com 10.000 pg/mL de IFN-y ef ou lmM de AG e infectado com 
leveduras viáveis de P. brasiliensis em uma proporção de 1 :50. Após 72 horas de 
incubação foi avaliado o número de fungos viáveis pelo método de Unidades 
formadoras de Colônias (UFC) e o sobrenadante do cultivo foi colhido (0,5 mL) para 
a dosagem de nitritos. Grupo controle (M<!> infectados com o fungo in vitro), 
Grupo A (M<!> tratados com AG antes e depois da infecção com o fungo), Grupo B 
(M<!> infectados e previamente ativados com 10.000 pg/mL de IFN-y), Grupo C 
(M<!> previamente tratados com IFN-y+AG e novamente com AG após o desafio 
com o fungo) . (**) diferente significativa quando comparado ao grupo controle 
(p<O,OOI) 
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Figura 7: Macrófagos alveolares de animais BIO.A nonnais foram cultivados ou não 
"overnight" com 10.000 pglmL de IFN-y e/ ou ImM de AG e infectado com leveduras 
viáveis de P. brasiliensis em uma proporção de 1:50. Após 72 horas de incubação foi 
avaliada no sobrenadante de cultivo dos macrófagos a produção de algumas citocinas, tais 
como: MCP-l, IL-12, TNF-a, IL-IO . Grupo controle (Mep infectados com o fungo in 
vitro), Grupo A (Mep tratados com AG antes e depois da infecção com o fungo), Gn.J.p..a 
B (Mep infectados e previamente ativados com 10.000 pglmL de IFN-y), Grupo C (Mep 
previamente tratados com IFN-y+AG e novamente com AG após o desafio com o fungo). 
(+) diferença significativa quando comparado ao grupo B (Mep infectados e previamente 
ativados com IFN-y) p<O,05 
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7.2) Me de camundongos AlJ 

7.2.1) Efeito da AG na capacidade fungicida e na sintese de NO pelos Me 

alveolares pré-ativados ou não com IFN1'. 

Os M0 de camundongos NJ infectados e tratados com AG antes e depois 

do desafio com o fungo apresentaram resultados equivalentes em relação ao 

número de fungos recuperados (940 ± 277) quando comparado aos M0 controle 

(943 ± 25 de fungos). 

A adição de AG na cultura de Mep estimulados com IFN-y levou a resultados 

similares em relação ao número de fungos recuperados durante as 72 horas de 

incubação (1.143 ± 176 para o grupo de Mep previamente ativado com IFN-y e 

1.010 ± 71 para o grupo de Mep ativados e tratados com AG antes e depois do 

desafio com o fungo) . 

Logo, M0 de camundongos NJ não apresentaram atividade fungicida com 

a dose de IFN-y usada e a AG não alterou este comportamento (Fig. 8). 

Os Mep de camundongos NJ infectados e tratados com AG produzem 

níveis muito baixos de NO e equivalentes aos de Mep controle, como observado na 

figura 8. 

A pré-ativação com 10.000 pg/mL de IFN-y em M0 infectados de animais 

NJ induziu níveis um pouco maiores e significativos de NO (3 ± O I-lM) quando 

comparados aos M<p controle (0,3 ± O I-lM). Entretanto, quando estes M0 foram 

ativados com IFN-y em combinação com AG houve diminuição significativa de NO 

(1 ± 0,1 jJM). 

Assim, pôde-se verificar que os baixos níveis de NO produzidos por Mep de 

camundongos NJ podem ser modulados por AG; entretanto, o NO parece não 

estar envolvido na atividade fungicida dos M0, talvez devido à sua baixa 

concentração. 
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Figura 8: Macrófagos alveolares de animais NJ normais foram cultivados ou não 
"overnight" com 10.000 pg/rnL de IFN-y e/ ou lmM de AG e infectado com 
leveduras viáveis de P. brasiliensis em urna proporção de 1:50. Após 72 horas de 
incubação foi avaliada a produção de nitrito no sobrenadante de cultivo. Os dados 
representam a média ± EP de 3 a 5 poços por grupo. Grupo controle (M$ 
infectados com o ftrngo in vitro), Grupo A (M$ tratados com AG antes e depois da 
infecção com o ftrngo) , Grupo B (M$ infectados e previamente ativados com 
10.000 pg/rnL de IFN-y), Grupo C (M$ previamente tratados com IFN-y+AG e 
novamente com AG após o desafio com o fungo) . (***) diferente significativa 
quando comparado ao grupo controle (p<0,0001), (+++) diferença significativa 
quando comparado ao grupo B (M$ infectados e previamente ativados com IFN-y) 
p<O,OOOl 
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7.2.2) Citocinas 

Na figura 9 pode-se notar que o tratamento dos M0 de animais AlJ com o 

inibidor de NO não alterou a produção de IL-12 quando comparada aos seus 

respectivos grupos controle. 

A análise estatística dos dados mostrou que o tratamento com AG leva à 

síntese diminuída de TNF-a em relação aos controles ativado ou não por IFN-y. 

O grupo de Mep previamente ativados com IFN-y apresentaram níveis mais 

altos e significativos de IL-10 (515 ± 146 pg/mL) quando comparado ao grupo de 

Mep controle (69 ± 6 pg/mL). A concentração de IL-10 diminuiu quando os Mep 

foram acrescidos de AG durante as 72 horas de incubação (146 ± 12 pg/mL) 

como observado na figura 9. 

A AG também aumentou a síntese de MCP-1 por M0 infectados com o 

fungo. 
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Figura 9: Macrófagos alveolares de animais A/J nonnais foram cultivados ou não 
"overnight" com 10.000 pglmL de IFN-y e/ ou lmM de AG e infectado com leveduras 
viáveis de P.brasiliensis em uma proporção de 1:50. Após 72 horas de incubação foi 
avaliada no sobrenadante de cultivo dos macrófagos a produção de algumas citocinas, tais 
como: MCP-l, IL-12, TNF-a, IL-lO . Grupo controle (M<j> infectados com o fungo in 
vitro), Grupo A (M<j> tratados com AG antes e depois da infecção com o fungo), Grup.a 
B (M<j> infectados e previamente ativados com 10.000 pglmL de IFN-y), Grupo C (M<j> 
previamente tratados com IFN-y+AG e novamente com AG após o desafio com o fungo) . 
(*) diferente significativa quando comparado ao grupo controle (p<0,05) (***) p<O,OOOl 
(+) diferença significativa quando comparado ao grupo B (M<j> infectados e previamente 
ativados com IFN-y) p<O,05 
(++) p<O,OOl 
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Além disso, o tratamento dos M<p com IFN-y e anti-IL-10 levou a níveis 

ainda mais elevados e significativos (44 ± 4 j..JM) de NO quando comparados aos 

dos M<p ativados com IFN-y (23 ± 3 j..JM). 

Logo, o AcM anti-I L -10 regula a síntese de NO indicando que a produção 

de IL-10 induzida pela interação M<p+fungo+IFN-y regula parcialmente a secreção 

de NO. O aumento de NO, entretanto, não se traduziu em aumento significativo 

da atividade microbicida. 

Experimento realizado com o aumento da concentração de anti-IL-10 para 

20 j..Jg/mL na culturas dos M0 apresentou resultados equivalentes aos observados 

com 10 j..Jg/mL (dados não mostrados). Assim, a neutralização de IL-10 não 

alterou a atividade microbicida dos M0 de camundongos B 1 O.A. 
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Figura 10: Macrófagos alveolares de animais B10.A normais foram cultivados ou não 
"overnight" com 10.000 pg/rnL de IFN-y e/ ou 10 ~rnL do AcM anti-IL-IO e infectados 
com leveduras viáveis de P. brasiliensis em uma proporção de 1:50. Após 72 horas de 
incubação foi avaliado o número de fungos viáveis pelo método de Unidades Formadoras 
de Colônias (UFC) e o sobrenadante do cultivo foi colhido (0,5 rnL) para a dosagem de 
nitritos. Grupo controle (M<j> infectados com o fungo in vitro), Grupo A (M<j> tratados 
com anti-IL-IO antes e depois da infecção com o fungo), Grupo B (M<j> infectados e 
previamente ativados com 10.000 pg/rnL de IFN-y), Grupo C (M<j> previamente tratados 
com IFN-y+anti-IL-IO e novamente com o AcM após o desafio com o fungo) . (*) 
diferença significativa quando comparado ao grupo controle (p<0,05) (**) p<O,OOl 
(++) diferença significativa quando comparado ao grupo B (p<0, 001) 
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8.1.2) Citocinas 

Os níveis de MCP-1 , IL-12, GM-CSF e IL-10 não apresentaram diferenças 

significante entre os M<p infectados tratados ou não com AcM anti-IL-10 em todas 

as condições experimentais empregadas (Fig.11). 

Pode-se observar que a ativação dos M<p com 10.000 pg/mL de IFN-y 

levou à níveis reduzidos e significativos de TNF-a (19 ± 4 pg/mL) quando 

comparado aos dos M<p controle (287 ± 86,6 pg/mL). Mais uma vez o NO parece 

regular negativamente a síntese de TNF-a. 

Quando os M<p foram pré-ativados com IFN-y e feito o tratamento com anti­

IL-10 foram produzidos 220 ± 40 pg/mL de TNF-a. Assim, o tratamento com anti­

IL-10 aumentou a síntese de TNF-a que foi inibida pela ação do IFN-y. Parece 

então que o IFN-y induz a secreção de NO que inibe a síntese de TNF-a; também 

induz a síntese de IL-10 que controla negativamente a síntese de TNF-a e NO. 

O experimento com dose elevada de anti-IL-1 O (20 ~g/mL) também levou a 

produção aumentada de TNF-a para os MI2l pré-ativados com 1FNí (4.651 ± 284) 

quando comparado ao grupo de M0 infectados e somente ativados com 1FNí 

(2.758 ± 161) (dados não mostrados). 

As concentrações médias de IL-10 não sofreram alterações significativas 

em todos os grupos estudados (Fig. 11). Em contraste, os M0 pré-ativados ou não 

com IFNí quando tratados com dose maior do AcM apresentaram redução 

significativa nos níveis de IL-10 (535 ± 479 e 550 ± 556) quando comparados aos 

seus respectivos controles (2.508 ± 516; 2.425 ± 311). 
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Figura 11: Macrófagos alveolares de animais BIO.A normais foram cultivados ou não 
"overnight" com 10.000 pg/rnL de IFN-y e! ou 10 ~rnL do AcM anti-IL-IO e infectados com 
leveduras viáveis de P. brasiliensis em uma proporção de 1 :50. Após 72 horas de incubação foi 
avaliada no sobrenadante de cultivo dos macrófagos a produção de algumas citocinas, tais como: 
MCP-l , IL-12, TNF-a., GM-CSF e IL-lO. C'IDlpO controle (M<!> infectados com o fungo in vitro), 
C'IDlpo A (M<!> tratados com anti-IL-I0 antes e depois da infecção com o fungo), C'IDlpo B (M<!> 
infectados e previamente ativados com 10.000 pg/rnL de IFN-y), GOIpO C (M<!> previamente 
tratados com IFN-y+anti-IL-lO e novamente com o AcM após o desafio com o fungo) . (*) 
diferença significativa quando comparado ao grupo controle (p<0,05) e (++) diferença 
significativa quando comparado ao grupo B (p<0,001) 
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8.2) M0 de animais A1J 

8.2.1) Capacidade Fungicida e secreção de NO pelos Mel alveolares 

Pode-se observar na figura (12) que o tratamento com o AcM anti-IL-10 na 

concentração de 10 I-lg/mL não alterou a capacidade fungicida de Mel ativados ou 

não pelo IFN-y. 

A concentração de 10.000 pg/mL de IFN-y para estimular os Mep resultou 

em níveis um pouco elevados porém significativos de NO (6 ± 1 I-lM) quando 

comparado aos Mep controle (2 ± 1 I-lM). Entretanto, quando estes Mep previamente 

ativados foram tratados com o AcM anti-IL-10 apresentaram níveis de NO 

equivalentes aos Mep somente ativados com IFN-y (Fig. 12). O mesmo fenômeno 

ocorreu no experimento realizado com a adição de 20 I-lg/mL de anti-IL-10 no 

cultivo de Mel (dados não mostrados). 

Assim, estes resultados indicam que a síntese de baixas concentrações de 

NO pelos Mel de camundongos AlJ é pouco influenciada pela presença de IL-10. 
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8.2.2) Citocinas 

A análise estatística dos dados (Fig. 13) mostrou que os Mep tratados com 

anti-IL-10 apresentaram níveis mais elevados e significativos de IL-12 (833 ± 180 

pg/mL) quando comparado aos Mep controle (26 ± 1 pg/mL). 

Adicionando anti-IL-10 à cultura de M<p previamente ativados não houve 

alteração na concentração de IL-12 nos sobrenadantes de cultura em relação à 

obtida com M0 tratados por IFN-y. 

O tratamento com 10 j..Jg/mL de anti-IL-10 não alterou as concentrações de 

TNF-a, GM-CSF e MCP-1 . O mesmo ocorreu com a outra dose de AcM 

empregada. Por outro lado, o anti-IL-10 (10 e 20 j..Jg/mL) foi capaz de inibir a 

síntese de IL-10 induzida pelo fungo (Fig. 13). 
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Figura 1 3: Macrófagos alveolares de animais Ai J nonnais foram cultivados ou não "overnight" 
"com 10.000 pg/mL de IFN-y e/ou 10 ~mL do AcM anti-IL-I0 e infectados com leveduras 
viáveis de P. brasiliensis em uma proporção de 1:50. Após 72 horas de incubação foi avaliada 
no sobrenadante de cultivo dos macrófagos a produção de algumas citocinas, tais como: 
MCP-l , IL- l2, TNF-a, GM-CSF e IL-IO. Grupo Controle (M«j> infectados com o fungo in 
vitro), Grupo A (M«j> tratados com anti-IL-IO antes e depois da infecção com o fungo), Grupo. 
B (M«j> infectados e previamente ativados com 10.000 pg/mL de IFN-y) e o Grupo C (M«j> 
previamente tratados com IFN-y+anti-IL-I0 e novamente com o AcM após o desafio com o 
fungo) 
(*) diferença significativa quando comparado ao grupo controle (p<0,05) 
(**) p<0,001 e (***) p<0,0001 quando comparado ao grupo controle 
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9) Efeito do tratamento in vitro com o AcM anti -TGF-B na atividade fungicida 

dos Me alveolares de camundongos 810.A e AlJ. 

Resultados anteriores mostraram que a adição do AcM anti-IL-1 O na cultura 

de M0 pré-ativados ou não com IFN-y não modulou a síntese de NO e tampouco 

a atividade fungicida de M<I> de camundongos 810.A e NJ. Resolvemos então 

neutralizar outra importante citocina inibidora de M0. 

Deste modo, foi utilizado o AcM anti-TGF-0 (20 IJg/mL) como tratamento 

dos M0 e avaliada a sua capacidade fungicida quando infectados com o fungo Pb. 

9.1J Me de camundongos B10.A 

9.1.1) Atividade fungicida e secreção de NO pelos M0 alveolares 

Os resultados da figura (14) mostram que após 72 horas de incubação, os 

M0 de animais 810.A normais e não tratados com IFN-y quando tratados com 20 

IJg do AcM anti-TGF-0 não apresentaram alterações na atividade fungicida 

comparados aos seus controles. Podemos observar também na figura 14 que a 

pré-ativação dos m<l> com IFN-y levou a 97% de atividade fungicida. 

Nossos resultados também revelaram que os M0 infectados pré-ativados 

ou não com IFN-y quando tratados com o anti-TGF-13 produziram níveis de NO 

equivalentes aos dos controles. Deste modo, parece que o TGF-0 não modula a 

atividade fungicida e nem a produção de NO dos M<I> de animais 81 O.A normais e 

previamente ativados com IFN-y. 



CII 
o 
ClCII 
c: o 
~"C 
-(ti 
Qj ... 
"CQj 

C. 
O~ 
"'U 
QjQj E ... 
.~ 

z 

15000

1 
12500 

10000 

7500 

810.A 

4500! n I 3000 * * 
15~ _ 

controle A B c 

~ 15.0 
:1. I ** 
O 

12.5 -'~ 10.0 -'2 
IV 
"C 
O 

IC'CI 
(.)I 
::::J 

"C 
O ... 
a. 

0.0 I I I 
controle A B C 

Figura 14: Macrófagos alveolares de animais B10.A nonnais cultivados ou não "overnight" 
com 10.000 pglmL de IFN-y e/ou 20 ~mL do AcM anti-TGF-p e infectados com leveduras 
viáveis de P. brasiliensis em uma proporção de 1:50. Após 72 horas de incubação foi 
avaliado o número de fungos viáveis pelo método de Unidades Formadoras de Colônias 
(UFC) efoi avaliada a produção de nitrito no sobrenadante de cultivo. Os dados representam 
a média ± EP de 3 a 5 poços por grupo. Grupo Controle (M<!> infectados com o fungo in 
vitro), Grupo A (M<!> tratados com o AcM antes e depois da infecção com o fungo), Grupo 
B (M<!> infectados infectados e previamente ativados com 10.000 pglmL de IFN-y) e o 
Grupo C (M<!> previamente tratados com IFN-y+anti-TGF-p e novamente com o AcM após 
o desafio com o fungo). (*) diferença significativa quando comparado ao grupo controle 
(p<0,05) e (**) p<O,OOI (quando comparado ao grupo controle). 
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9.1.2) Produção de citocinas de animais 81 O.A 

A figura 15 demonstra que níveis de IL-12 apresentaram-se 

significativamente mais elevados para o grupo de M0 infectados e tratados com 

anti-TGF-~ às 72 horas de incubação (197 ± 35) quando comparado ao grupo 

controle (82 ± 16). 

A prévia estimulação dos M0 com IFN-y também levou a aumentos 

significativos de IL-12 (697 ± 209). Porém, o tratamento destes M0 com anti-TGF­

~ não alterou significativamente os níveis de IL-12 (376 ± 79). 

A produção de TNF-a apresentou-se elevada em M0 previamente 

estimulados com IFN-y (349 ± 29) comparado aos M<I> controle (88 ± 12). A adição 

do anti-TGF-~ neste grupo de M0 levou à produção ainda mais elevada de TNF-a 

(1.042 ± 278). Deste modo, a produção de TNF-a pelos M<I> pré-ativados com IFN­

y é inibida por TGF-~ (Fig. 15). 

Como esperado, o tratamento com anti-TGF-~ diminuiu os níveis de TGF-~ 

endógeno, assim como aquele estimulado por IFN-y. 

Pudemos observar também que as concentrações médias de IL-10 

não sofreram alterações significativas em todos os grupos estudados de animais 

810.A(Fig.15). 
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Figura 15: Macrófagos alveolares de animais BI0.A nonnais cultivados ou não "overnight" 
com 10.000 pg/rnL de IFN-y e/ou 20 ~rnL do AcM anti-TGF-p e infectados com leveduras 
viáveis de P. brasiliensis em uma proporção de 1:50. Após 72 horas de incubação foi 
avaliada no sobrenadante de cultivo dos macrófagos a produção de algumas citocinas, tais 
como: IL-12, TNF-a., IL-1O e TGF-p. Os dados representam a média ± EP de 3 a 5 poços por 
grupo. Grupo Controle (M</> infectados com o fungo in vitro), Grupo A (M</> tratados com o 
AcM antes e depois da infecção com o fungo) , Grupo B (M</> infectados e previamente 
ativados com 10.000 pg/rnL de IFN-y), Grupo C (M</> previamente tratados com 
IFN-y+anti-TGF-P e novamente com o AcM após o desafio com o fungo) . 
(*) diferença significativa quando comparado ao grupo controle (p<0,05) 
(**) p<O,OOI 
(+) diferença significativa quando comparado ao grupo B (p<0,05) 
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9.2) M0 de camundongo AlJ 

9.2.1) Atividade fungicida e secreção de NO pelos M0 alveolares 

O grupo de M~ de animais AlJ infectados e tratados com o AcM anti-TGF-~ 

(Fig.16) apresentou 83% de capacidade fungicida, com redução significativa no 

número de fungos recuperados (1.763 ± 329) quando comparado ao grupo não 

tratado com o AcM (10.273 ± 2.329). 

De acordo com vários experimentos realizados, vimos que a pré-ativação 

dos M~ com 10.000 pg/mL de IFN-y de animais AlJ não leva a aumentos da 

atividade fungicida. Entretanto, quando estes M0 previamente ativados por IFN-y 

foram tratados com o anti-TGF-~ durante o cultivo apresentaram cerca de 86% de 

atividade fungicida (Fig. 16). 

Logo, o TGF-~ inibe a ação de M0 normais e ativados por IFN-y em sua 

capacidade fungicida frente ao Pb. 

Os M0 infectados e pré-ativados com IFN-y apresentaram níveis 

relativamente elevados e significativos de NO (3,6 ± 0,7) quando comparados ao 

grupo controle (O ± O). O tratamento com o AcM levou a níveis ainda mais 

elevados (6,7 ± 0,9). 

Então, a citocina TGF-~ além de impedir a atividade microbicida, abole a 

produção de NO pelos M0 de camundongos AlJ. É interessante destacar que em 

M0 não ativados a neutralização de TGF-13 propicia atividade fungicida (83%), 

mas esta não parece ser mediada por NO, uma vez que os níveis deste mediador 

não se alteram com o tratamento. 
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Figura 16: Macrófagos alveolares de animais AJJ normais foram cultivados ou não 
"overnight" com 10.000 pglrnL de IFN-y e/ou 20 J.!&"rnL do AcM anti-TGF-p e infectados 
com leveduras viáveis de P. brasiliensis em uma proporção de 1:50. Após 72 horas de 
incubação foi avaliado o número de fungos viáveis pelo método de Unidades Formadoras 
de Colônias (UFC). O sobrenadante do cultivo foi colhido (0,5 rnL) para a dosagem de 
nitritos.Os dados representam a média ± EP de 3 a 5 poços por grupo. Grupo Controle 
(Mcf> infectados com o fungo in vitro), Grupo A (Mcf> tratados com anti-TGF-p antes e 
depois da infecção com o fungo) , Grupo B (Mcf> infectados e previamente ativados com 
10.000 pglrnL de IFN-y), Grupo C (Mcf> previamente tratados com IFN-y+anti-TGF-p e 
novamente com o AcM após o desafio com o fungo). 
(*) diferença significativa quando comparado ao grupo controle (p<0,05) 
(+) diferença significativa quando comparado ao grupo B (p<0,05) 
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9.2.2) Produção de citocinas: 

A análise estatística dos dados mostrou que o grupo de M<t> pré-ativados 

com IFN, de animais NJ produziu níveis mais elevados de IL-12 (40,5 ± 12). 

Entretanto, a adição do anti-TGF-~ na cultura de M<t> pré-ativados ou não com 

IFN-y não alterou a produção de IL-12 (Fig. 17). 

Na figura 17 verifica-se também que os M<t> de animais NJ infectados e 

tratados com o AcM produziram níveis mais elevados e significativos de TNF-a 

(1.798 ± 522) que o grupo controle (246 ± 43). Em concordância, os M<t> 

previamente ativados com IFN-y em combinação com o AcM também 

apresentaram aumentos nos níveis de TNF-a (8.955 ± 100) quando comparados 

ao seu grupo controle (1 .695 ± 73). 

Níveis reduzidos de IL-10 foram encontrados em M0 infectados e tratados 

com o AcM (68 ± 28) quando comparado ao grupo controle (141 ± 4,6). Já o 

tratamento com o AcM no grupo de M<t> pré-ativado com IFN, levou a produção 

de níveis equivalentes de IL-10. 

o tratamento com o AcM levou a inibição de TGF-~ para os grupos de M0 

infectados (26 ± 19) quando comparado aos M0 controle (244 ± 30). 

Níveis reduzidos de TGF-~ também foram produzidos pelos M<t> pré­

ativados com IFN-y (63 ± 59). Entretanto, a adição do AcM para este grupo de M<t> 

não levou a alterações significativas. 
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DISCUSSÃO 

Normalmente a infecção por fungos nas micoses sistêmicas ocorre através 

das vias respiratórias (Bustamante et aI., 1985; Restrepo, et aI., 1986; Mc Ewen et 

aI., 1987; Miller et aI., 1991) e a ação em concerto das respostas imune inata e 

adaptativa do pulmão é o fenômeno mais importante para a defesa do 

hospedeiro. 

Os macrófagos, neutrófilos e as células "Natural Killer" (NK) são as células 

centrais da imunidade natural. Os neutrófilos são leucócitos polimorfonucleares 

presente em grandes quantidades no sangue e ausentes em tecidos normais. 

Eles migram rapidamente para os tecidos inflamados ou infectados. 

No trabalho de mestrado mostramos de maneira bastante clara que os 

leucócitos polimorfonucleares (PMN) são células imunoprotetoras na PCM 

pulmonar, mas a sua ação depende do padrão genético do hospedeiro. 

Demonstramos também que estas células participam muito ativamente dos 

mecanismos protetores da imunidade natural, mas não na fase de imunidade 

adquirida contra o fungo Pb (Pina, 2002). 

Em uma infecção, o número de M0 no tecido afetado aumenta muito em 

virtude da migração de monócitos do sangue para o local. Essa migração se dá 

mais tardiamente que a dos neutrófilos. 

Os M0 são células centrais da imunidade natural e adquirida e são 

responsáveis por numerosos processos imunológicos, metabólicos e 

inflamatórios, tanto em condições normais como patológicas. Além de suas 

funções primárias, como a fagocitose, os M0 podem produzir vários produtos 

secretórios, incluindo citocinas que mobilizam outras células residentes no tecido 

(Gordon, 1998). 

Estudos com animais de experimentação mostram que os M0 alveolares 

exercem papel importante como primeira linha de defesa do pulmão contra o 



ep oluawenei6e o nouoiseoo e soigulnau sop oluaweinioai oied s!an?suodsai 

`(„wepeineowaqo gidoilnaN paonpui-sauplo1R0„) odo/oNio G Z-dliAJ 

e owoo `seupo!w!nb ap s!an!u sou oe5!nu!wp nouo!seoo oe5alap v .esouffindae 

seuowopriasd woo 	mn Jod sopeloaju! so6uopunweo ep saieloanie olN 

sop %S6 ep oe5eu!wHa e weAznpu! `oo!possp oleuoapolo opualuoo sowossodm 

opuezfin (8660 .ie la Non600N .seupo!w!nb se owoo saiopepaw ep s?ne.14e 

oe5oaju! ep !coo! oe sonlculnau so Jelnioal wapod oinj 'mel ao .ep9ieweuu! 

eisodsai e woo sopnionua salope!paw ep ewe6 ewn Aznpaid wapod 

SOJelOGAIE OVsj so `aso1po6e1 e owoo sep?wpd sao5un4 sens ep w?iv 

.oe5oaiu! ep 

(nus o eied samaionuopowmod e salealonuouow seinpo ep oxnue op oe5!nu!un 

ç opykap alcuwoo s!emue soe opeJedwoo opuenb odwal s!ew Jod weJamnaiqos 

sopeieidep s!emue sals3 .(0dRi) asepxoiadomw ep apepme ep 

Olfy ep z-epolewegu! euialoid ep oe5!nugmp ep opequedwooe 'oewind ou so6unj 

ep oiawou op owawne e oe5oaju!-sod semq 	se nona' oe5aidap v .sueoiclle 

ep seinpanai L woo esouaneAu! oe5oaiu! ep salue SCJOli Z samioanie 

oW ep sopelaidap weiol opEnvg so6uopunweo .epeu!wassup ese!p!pueo 

e aweJnp saieloanie oinj sop oluawepodwoo o wempnlsa (1,002) .1e la epqn)i 

.soppaT soe emsai e-opuewoi epcneweilu! elsodsal e wecpaoexa anb salopepaw 

ep oe5npoid eied sopeoonaid sosouep sopaja i!uanaid eied oe5en4esap 

ep ossaowd wn ep ep!n6as e epelaquoo JGS anap olN  sop oeõen!le 

'(g861. "le 

10 !iiaJeRioaA £961- "ie !upeooeg) ouaw9ual asa weJewitjuoo soqieqe4 salmo 

anb Jeliessai euad e aieA .oinj soe sopeiedwoo opuenb eppffiunj apeppedeo 

Jo!ew weiewasaide Nvyd solpoonal so `011Je49J4U3 'Nvmd seinpo sep apeppedeo 

e a4uawen!4eowu6!s noJadns sueoIq/e .9 ep so!p!u000Tseiq so Jpa6u! eJed 

enni sop apeppedeo e anb nallsow (zoo) .ie 4a luoA ep awaoai oqieqe.0 

.(17661, "le JesseN) dS0-lAIS woo sopen!4e opuenb 

awawiedpupd (1-661. `"le 4a  zT!Aal a LL61- `.1e 1.0 !AOale>1) Oijp1 u! sumwojoau 

.0 Jeiew wapod sopoouow e Ninid seu-1p° anb w9ciwe; wailsow sopmsa 

`ossup 11-191V '(.66 "ie 4a -211!W !L861, "le 4a 6Jaqu!am) sueuvojoau -0 o6uni 

OL 



71 

doença. Estes dados estão de acordo com diversos estudos que sugerem que a 

presença precoce de neutrófilos no local da infecção tem um importante papel na 

prevenção de infecções fúngicas, principalmente nas fases iniciais da doença 

(Romani et aI., 1997; Pina, 2002) . 

Na resistência ao Pb, M0 peritoneais residentes fagocitam células 

leveduriformes do fungo, mas não são capazes de matá-Ias. Entretanto, M0 

peritoneais ou pulmonares murinos ou mesmo monócitos tratados com IFN-y são 

capazes de inibir a replicação das leveduras e esta inibição pode ser abolida com 

a adição de anticorpos contra a citocina IFN-y (Brummer et aI., 1993; Moscardi­

Bachi et aI. , 1994). 

Em nosso trabalho estudamos a atividade fungicida dos M0 alveolares de 

camundongos susceptíveis e resistentes ao Pb. Os M0 foram previamente 

ativados ou não com diversas concentrações de citocinas do tipo 1 (IFN-y e IL-12) 

e infectados em uma relação Pb-M0 de 1 :50. 

Este trabalho demonstrou a grande ativação dos M0 alveolares de 

camundongos B10.A com citocinas do tipo 1. As doses de 50.000,10.000 e 2.000 

pg/mL de IFN-y, IL-12 e a combinação das duas citocinas levaram a grande 

atividade fungicida dos M0 e produção de níveis significantes de NO. Pôde-se 

notar um efeito mais marcante do IFN-y do que da IL-12. De maneira diferente, os 

M0 de camundongos NJ exercem atividade fungicida somente quando ativados 

por 50.000 pg/mL de IFN-y e em combinação com IL-12. 

A literatura é plena de trabalhos que afirmam que a ativação da NO-sintase 

só ocorre com a ação concomitante de dois estímulos. Entretanto, há trabalhos na 

literatura que mostram que o IFN-y sozinho pode ativar M0 murinos (Liew et aI., 

1991 ; Green et aI. , 1990; Verdot et aI. , 1996) para produzir altos níveis de NO 

(Cooper et aI. , 1995; O'Brien et aI., 1996). 

Frankova & Zidek (1998) estudaram a produção de NO pelos M0 

peritoneais de camundongos C57BU6 tratados com diferentes concentrações de 

IFN-y (2,5; 10; 25; 50 e 100 U/mL) e TNF-a (100; 250; 500; 1000 e 2000 pg/mL). 

Os resultados demonstraram aumento gradativo da produção de NO pelos M0 
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peritoneais conforme o aumento da concentração de IFN-y empregada. Em 

contraste, M0 ativados com a citocina TNF-a, mesmo em elevadas 

concentrações, foram ineficazes para a produção de NO. 

Em nosso trabalho mostramos que os M0 de animais AlJ mesmo ativados 

com altas doses de IFN-y (50.000 e 10.000 pg/mL) não apresentaram níveis tão 

elevados de NO (15,5 ± 0,24 e 5,15 ± 0,45 iJM) como observado com células de 

animais B10.A (46 ± 0,24 e 26 ± 1,26 iJM). 

No modelo de infecção i.p., o nosso grupo demonstrou comportamentos 

diferentes de M0 peritoneais infectados in vitro com o Pb. Assim, M0 de animais 

resistentes produzem altos níveis de TNF-a porém a secreção de NO é reduzida. 

Ao contrário, M0 de camundongos susceptíveis estimulados por leveduras vivas 

do fungo produzem níveis elevados de NO e baixos ou praticamente ausentes de 

TNF-a. Como o NO tem dupla função na PCM (ativa a atividade fungicida dos M0, 

mas induz supressão da linfoproliferação), foram realizados experimentos de 

depleção in vivo de NO. A doença mostrou-se mais grave em ambas as 

linhagens. Além disso, utilizando camundongos C57BU6 geneticamente 

deficientes para o gene de NO-sintase 2 verificou-se que a ausência de síntese 

de NO é acompanhada por infecção muito grave com lesões disseminadas e ricas 

em fungos em ativo brotamento em vários órgãos (Nascimento et aI., 2002). 

Nossos experimentos realizados com células na razão 1 :50 demonstraram 

comportamentos bastante diversos de M0 alveolares normais de animais 

susceptíveis e resistentes ao Pb. Este dado é original e explica resultados 

inesperados observados anteriormente no modelo de infecção i.t. pelo Pb (Cano 

et aI., 1995). 

Na descrição deste modelo em 1995, verificamos que camundongos B10.A 

(susceptíveis) ao inicio da infecção (até 8 semanas pós-infecção) restringem o 

crescimento fúngico no pulmão enquanto que camundongos resistentes permitem 

a multiplicação intrapulmonar de leveduras. Esse quadro só é revertido após oito 

semanas, quando camundongos AlJ começam a controlar a multiplicação fúngica 

no pulmão e não permitem o crescimento do patógeno no baço e fígado; ao 

contrário, na oitava semana pós-infecção camundongos B10.A perdem o controle 

do crescimento fúngico pulmonar e permitem a disseminação para fígado e baço. 

Estes fenômenos mais tardios parecem ser manifestações da imunidade celular 
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adquirida altamente eficiente nos camundongos A/J que desenvolvem evidentes 

reações de HTT enquanto que camundongos B10.A mostram-se anérgicos nestas 

reações. 

Um M0 ativado difere do residente em vários aspectos, como mudanças 

morfológicas, expressão de receptores na superfície celular, aumento de 

reagentes oxidativos e nitrogenados, aumento da atividade microbicida e aumento 

na produção de citocinas, tais como: IL-1, IL-6, IL-8, GM-CSF e TNF-a. Em geral, 

M0 ativados fagocitam e matam microorganismos mais eficientemente que M0 

residentes (Langermans et aI., 1992). 

Há trabalhos na literatura que demonstram que M0 alveolares ativados por 

LPS não possuem a capacidade de síntese de IL-10 (Salez et aI. , 2001). Esta 

inibição de síntese de IL-10 foi atribuída à proteína surfactante-A (PSA) presente 

nos alvéolos (Chabot et aI., 2003). Porém, monócitos recém recrutados para os 

alvéolos têm capacidade de síntese de IL-10 (durante os três primeiros dias) e 

inativam esta habilidade ao interagir com a PSA dos alvéolos (Salez et aI., 2001). 

Em nosso trabalho verificamos que os M0 alveolares de animais A/J 

infectados com 2.000 fungos (M0 controle) apresentaram níveis mais elevados de 

IL-10 do que os B10.A. Para estes M0 não foram observadas atividade fungicida 

e nem produção de NO. Talvez em camundongos A/J exista maior número de 

monócitos recém migrados do que nos alvéolos de camundongos B10.A 

justificando a maior produção de IL-10. 

Os experimentos que utilizaram várias doses de IFN-y, IL-12 e a 

combinação das duas citocinas também revelaram diferenças significantes quanto 

ao nível de citocinas produzidas pelos M0 de ambas as linhagens. 

Os M0 de camundongos B10.A infectados com 2.000 fungos e ativados 

com IFN-y (50.000 e 10.000 pg/mL) apresentaram 80 e 89% de atividade 

fungicida acompanhada de níveis reduzidos de IL-10 e elevadas concentrações 

de NO e IL-12. O tratamento com várias concentrações de IL-12 não levou a 

nenhuma diferença significante nos níveis de todas as citocinas quando 

comparado aos controles, exceto a estimulação com 50.000 pg/mL que levou ao 

inesperado aumento de MCP-1. A combinação de IFN-y + IL-12 em alta dose para 
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810.A e AlJ infectados com o fungo e estimulados com IFN-y nas concentrações 

de 50.000 pg/mL. É importante destacar que, os M~ de animais 810.A produzem 

níveis bem mais elevados desta citocina quando comparados aos M~ de animais 

AlJ (figuras 15 e 17). 

A combinação das duas citocinas (IL-12 + IFN-y) na concentração de 

50.000 pg/mL para ativar os M0 de ambas as linhagens apresentou resultados 

muito interessantes. Foi possível detectar diminuição de IL-10 e MCP-1, aumento 

da produção de NO e diminuição de fungos recuperados quando comparado aos 

M0 controle. Assim, IL-10 e MCP-1 parecem ser marcadores negativos da 

atividade fungicida. 

De maneira semelhante, o trabalho de Hogaboam et aI. (1997) demonstrou 

que o NO pode agir como um modulador da produção de citocinas, pois a sua 

inibição leva a aumentos de IL-4, IL-10 e MCP-1. 

Estudos na PCM mostram que altos níveis de NO podem exercer uma 

ação inibitória na produção de TNF-a, uma importante citocina no 

desenvolvimento da resposta imune do tipo Th1. Tal ação leva à associação dos 

altos níveis de NO e susceptibilidade ao Pb (Nascimento et aI. , 2002). 

Sabe-se que o NO inibe a expressão das moléculas de adesão ICAM-1 e 

VCAM-1 nas células endoteliais vasculares, prejudicando deste modo o 

extravasamento de leucócitos da luz do vaso para o tecido lesado (De Caterina et 

aI. , 1995; Cayatte et aI. , 1997). A presença de TNF-a estimula a expressão 

dessas moléculas, aumentando assim o recrutamento celular responsável para a 

formação de granulomas (Hamacher et aI., 1994; Resnick et aI., 1993). 

Trabalho desenvolvido por Parise-Fortes et aI. (2000) mostrou que M0 

peritoneais de hamsters infectados pela via intratesticular com leveduras de Pb 

durante 16 semanas apresentaram aumento na produção de TNF-a. Postulou-se 

que o papel do TNF-a na PCM de hamsters envolve não somente o aumento de 

resistência , mas também a aumento da patogenicidade. 

Trabalho elegante de Ogle et aI. (1994) mostrou que M0 alveolares de 

ratos produzem mais TNF-a do que outras populações celulares tais como células 

de Kupffer, M0 peritoneais e esplênicos. Níveis elevados de TNF-a também foram 
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detectados em sobrenadantes de monócitos de pacientes com PCM (Calvi et aI., 

2003). Neste trabalho, os monócitos de pacientes quando ativados com 1000 

U/mL de IFN-y apresentaram aumento da atividade fungicida contra a cepa 

virulenta (Pb18) e avirulenta (Pb265) do fungo e apresentaram no sobrenadante 

elevadas concentrações de TNF-a após 18 horas de incubação. Estes mesmos 

autores também estudaram a importância do TNF-a no mecanismo fungicida de 

M0 contra o Pb. Os M0, além de serem estimulados com IFN-y e desafiados com 

o fungo, foram acrescidos de um AcM anti-TNF-a na cultura de células. 

Surpreendentemente, os monócitos infectados apresentaram baixa atividade 

fungicida e um valor elevado de fungos recuperados. Postulou-se então, que o 

TNF-a tem grande participação no mecanismo de "killing" do fungo Pb por M~ 

humanos. 

Muitos trabalhos indicam que o TNF-a ativa M0 peritoneais após a pré­

ativação com IFN-y, resultando no efeito microbicida contra Listeria 

monocytogenes (Langermans et aI., 1992), Toxoplasma gondií (Langermans et 

aI., 1992), L. major (Greem et aI., 1990) e H. capsulatum 0Nu Hsieh et aI., 1992). 

De acordo com todos esses trabalhos citados anteriormente, fica evidente 

a participação fundamental do TNF-a na PCM. Nossos resultados mostram que 

os M<l> alveolares de camundongos AlJ são bons produtores de TNF-a quando 

comparados aos de animais 810.A. A produção elevada de NO inibe a síntese de 

TNF-a apenas para os M~ alveolares de animais susceptíveis. Este resultado está 

de acordo com o trabalho de Nascimento et aI. (2002), que também mostrou 

inibição desta citocina pelos M~ peritoneais quando em altos níveis de produção 

de NO. 

Em nosso trabalho pudemos verificar que os M0 normais de B 1 O.A e AlJ 

(1x105/poço) quando infectados in vitro com 4x103 leveduras por 2 horas não 

conseguiram inibir a replicação do fungo durante 72 horas de incubação e a 

atividade fungicida e fungistática dos M0 alveolares foram ineficazes para esta 

relação fungo e M0 de 1 :25 (dados não mostrados). 
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Quando a infecção dos M0 foi realizada em uma relação de 1 :50, ou seja, 

(2x103 leveduras para 1 x1 05 M0) pudemos verificar atividade fungistática dos M0 

de animais NJ e principalmente dos camundongos 810.A. 

É possível que a molécula gp43 esteja envolvida no mecanismo de escape 

do Pb das atividades fungicidas ou fungistáticas na infecção in vitro com os M0 

alveolares. 

Trabalho desenvolvido por Popi et aI. (2002) explicou um pouco mais a 

influência da molécula gp-43 na interação in vitro com os M0. Os resultados 

mostraram que o índice de atividade fungicida dos M0 peritoneais de 

camundongos 810.A e NSn contra o fungo esteve reduzida quando foi 

adicionada a glicoproteína gp-43 em diferentes concentrações (25, 50, 75, 100 e 

150 Ilg/mL). Assim, esse antígeno, grande indutor da produção de anticorpos, 

teria um efeito desativador sobre os M0. 

Considerando que in vivo os M0 não entram em contato com IFN-y antes 

de a infecção ocorrer, analisamos um outro protocolo experimental onde a 

infecção com o fungo precede o processo de ativação por IFN-y (dados não 

apresentados). Assim, os M0 foram incubados com o fungo (relação 1 :50) e 

depois estimulados com IFN-y. 

Os resultados mostram que os M0 de 810.A continuam apresentando 

grande atividade fungicida (89 e 90%) quando tratados com 50.000 e 10.000 

pg/mL de IFN-y. Já os M0 de animais NJ não apresentam atividade fungicida 

quando tratados com IFN-y em todas as concentrações. 

Em conclusão, pudemos observar que os M0 de ambas as linhagens 

tratados com dose alta de IFN-y antes ou depois do desafio com o fungo 

apresentaram produção aumentada de IL-12, TNF-a e NO. Há, entretanto 

diferenças marcantes quanto à concentração das citocinas e NO quando os 

resultados de camundongos NJ são comparados com os de 810.A. Assim, M0 de 

camundongos 810.A são bons produtores de IL-12 enquanto que os de NJ o são 

em relação a TNF-a e IL-10. 
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A IL-12 é uma citocina importante de resposta imune inata, pois é capaz de 

ativar células inflamatórias, mas também é potente direcionador e ativador da 

resposta adquirida do tipo Th 1. 

A IL-12 é essencial na defesa contra patógenos intracelulares, tais como 

Legionella pneumophy/a (Bhardwaj et aI., 1996; Cooper et aI., 1995; Heinzel et aI., 

1993; Nash et aI., 1988). Esta citocina exerce papel importante no 

desenvolvimento na imunidade celular mediada por células Th1 contra diversos 

patógenos (Hsieh et aI. , 1993), levando à produção de IFN-r (Trinchieri et aI., 

1993), que pode ativar Mel e monócitos a inibir o crescimento de L. pneumophy/a 

(Bhardwaj et aI., 1986; Cooper et aI., 1995; Hsieh et aI., 1993; Nash et aI., 1988). 

Na PCM experimental, mostrou-se que camundongos nocauteados da 

citocina IL-12 qua-ndo infectados pela via i.t. com leveduras viáveis do Pb 

apresentaram doença mais grave, com aumento de fungos no pulmão e grande 

disseminação para o fígado e baço. A análise histopatológica confirmou a 

gravidade da doença e mostrou lesões não organizadas com numerosos fungos 

no pulmão (Deepe et aI., 2000). De acordo este trabalho, acreditamos que a falta 

da citocina IL-12 não estimula as células NK à produção de IFN-y, que é uma 

citocina de grande importância na PCM (Brummer et aI. , 1994; Cano et aI., 1998; 

Souto et aI., 2000) e desta forma os Mel tornam-se menos ativados e com baixa 

produção de NO. 

Em nossos resultados os Mel alveolares de animais B10.A e não de AlJ, 

são grandes produtores da citocina IL-12 e facilmente ativados por IFN-r. Assim, 

os Mel produzem níveis elevados de NO e por conseqüência dessa ativação, a 

morte do fungo. 

Para avaliar a importância do NO na capacidade fungicida dos Mel 

alveolares de camundongos resistentes e principalmente dos susceptíveis 

utilizamos outro protocolo experimental. 

Os Mel infectados (relação levedura-Mel de 1 :50) foram previamente 

ativados ou não com IFN-y em combinação com AG (inibidor de NO) na 

concentração de 1 mM/mL. Nossos resultados revelaram que o acréscimo da AG 

na cultura de Mel de animais B10.A aboliu a capacidade fungicida aumentada de 
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M0 ativados por IFN-y. Nos grupos tratados com AG os resultados de UFC foram 

intermediários aos dois controles (M~+Pb e M~+Pb+IFN-y) indicando o efeito 

inibidor da AG na atividade fungicida. Resultado equivalente foi obtido com 

relação à síntese de NO. Pode-se concluir que para camundongos B10.A a 

síntese de NO induzida por IFN-y é importante para os mecanismos fungicidas de 

M0 alveolares. 

Quando as citocinas foram estudadas observou-se com M0 normais uma 

tendência a aumento de TNF-a e com M0 ativados por IFN-y uma concomitante 

diminuição de IL-10 induzida pela AG, o que explicaria o resultado intermediário 

de número de fungos obtido neste grupo. 

Esse achado é algo semelhante ao trabalho de Nascimento et ai (2002) 

que utilizaram o modelo de infecção i.p. de Pb em animais resistentes e 

susceptíveis e verificaram que o uso da AG in vitro aumentava expressivamente a 

produção de TNF-a por M0 de animais susceptíveis. Concluíram que o NO inibia 

a produção de TNF-a que é essencial para o controle da disseminação do Pb 

(Souto et aI., 2001). 

Trabalho de Hogaboam et aI. (1998) mostra que o NO também age como 

um modulador da produção de citocinas, pois a sua inibição leva a aumentos de 

IL-4, IL-10 e MCP-1. Camundongos tratados com L-NAME e AG apresentaram 

intenso granuloma com grande deposição de colágeno e níveis elevados de IL-4, 

IL-10, MCP-1 e MIP-1a e níveis reduzidos de eotaxina e IL-12. Este trabalho 

mostrou que o NO regula a deposição da matriz extracelular no granuloma 

pulmonar através da modulação de citocinas e quimiocinas. 

Os M0 infectados de animais resistentes e pré-ativados com IFN-y 

produzem quantidades bastante pequenas de NO. Quando tratados com IFN-y e 

AG (1 mM) apresentaram, entretanto, níveis ainda mais reduzidos e significativos 

na produção de NO. A capacidade fungicida desses M0 se manteve inalterada 

quando comparada ao grupo de M0 controle, mais uma vez demonstrando a 

pequena habilidade de M0 de camundongos de animais resistentes em causar a 

morte do Pb. Os baixos níveis de NO produzidos não são suficientes para matar o 

fungo e a inibição pela AG não altera este quadro. 
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Em nosso trabalho mostramos que os M0 de animais AlJ mesmo ativados 

com altas doses de IFN-y não apresentaram níveis tão elevados de NO como 

observado com células de animais B 1 O.A. Vale a pena lembrar que os M0 

alveolares de animais AlJ produziram níveis pronunciados e significantes de IL-10 

durante as 72 horas de infecção com o fungo Pb. 

A citocina anti-inflamatória IL-10 originalmente descrita como "fator inibidor 

da produção de citocinas" é um potente inibidor da função microbicida de M0 

ativados e leva à supressão simultânea da produção de NO (Gazzinelli et aI., 

1992). Fato correlato foi observado em trabalho desenvolvido por Holan et aI. 

(2002) que mostraram que células esplênicas estimuladas com aloantígeno na 

presença de um inibidor de iNOS produziram níveis consideravelmente mais 

elevados de IL-4 e IL-10 do que as células estimuladas na ausência do inibidor de 

iNOS. 

Apesar da IL-10 regular negativamente a indução de iNOS por IFN-y em 

M0 murino (Cunha et aI., 1992) a sua ausência geneticamente determinada levou 

a PCM menos grave e impediu a disseminação do fungo Pb para diversos órgãos 

em camundongos C57BI/6 (Alves & Calich, dados não publicados). Em contraste, 

Brown et aI. (1999) mostrou a importância da IL-10 no controle da infecção por 

Borre/ia burgdorferi. Em camundongos susceptíveis (C3H/HeN) a infecção de M0 

por B. burgdorferi induz altos níveis de TNF-a, NO e IL-6 quando comparados aos 

M0 de camundongos resistentes (C578U6) que por sua vez, produziram níveis 

elevados de IL-10. Estes dados foram confirmados quando camundongos IL-10-/­

desenvolveram doença progressiva, diferentemente ao observado com os 

camundongos C578U6 controles. A ausência de IL-10 pode traduzir-se por 

patologia tissular devido ao excesso de mediadores pró-inflamatórios. 

Uma abordagem interessante e complementar em nosso trabalho foi o 

estudo do efeito da inibição de IL-10 endógena por AcM anti-IL-10 nos 

mecanismos microbicidas e de síntese de citocinas por M0 de camundongos 810 

e AlJ ativados ou não por IFN-y. 

Nossos resultados mostram que a adição do AcM anti-IL-10 (10 I-lg/mL) no 

cultivo de M0 de camundongos 810.A não alterou a capacidade fungicida dos M0 
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ativados com IFN-y de camundongos B10.A (dados não mostrados). Este 

resultado não foi observado quando o tratamento dos M0 foi com 10 jJg/mL do 

AcM. 

Estudamos também o efeito da inibição de TGF-~ nos mecanismos 

microbicidas e de síntese de citocinas de M0 de camundongos B10.A e AlJ 

ativados ou não por IFN-y. 

O TGF-~ , que é um produto principalmente secretado por células T, mas 

também é produzido por M0 e pode atuar autocrinamente inibindo as suas 

funções. O TGF-~ pode ter funções protetoras ou exacerbadoras de doenças 

causadas por patógenos distintos. 

Barrai-Netto et alo (1992) mostraram que o TGF-~ é produzido após a 

infecção in vivo e in vitro com L. amazonensis e que a administração de 

anticorpos anti-TGF-~ inibe a produção de IL-4 e aumenta os níveis de IFN-y. 

Além disso, camundongos BALB/c, que são normalmente resistentes à infecção 

por L. brasiliensis, quando tratados com a proteína recombinante TGF-~ (2 ng/mL) 

desenvolvem a doença grave (Barrai et alo, 1993). Além disso, a neutralização do 

TGF-~ com o uso do AcM anti-TGF-~ (200 jJg/mL) levou à melhora da doença. 

Estes dados sugerem um papel modulador importante para o TGF-~ em 

leishmanioses cutâneas. 

Trabalho desenvolvido por Omer & Riley (1998) mostrou que camundongos 

BALB/c infectados com P. chabaudi chabaudi ou P. yoelii e tratados com o AcM 

anti-TGF-~ nos primeiros 7 dias pós-infecção apresentaram doença mais grave 

levando a morte precoce dos camundongos quando comparados aos animais 

controle e aos animais tratados com o recombinante TGF-~. Concluí-se neste 

trabalho que os níveis de TGF-~ são inversamente correlacionados com a 

gravidade da infecção e que o TGF-~ exerce um papel importante na regulação 

da infecção por Plasmodium sp. 

Em nosso trabalho pudemos observar que os M0 de camundongos AlJ não 

se ativam com IFN-y (10.000 e 2.000) e não conseguem matar o fungo, quando 

comparados aos de camundongos B10.A. Trabalho desenvolvido por Silva et alo 

(1991) mostrou que o TGF-~ pode bloquear o efeito de IFN-y. Talvez os M0 de 
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animais AlJ estivessem sendo muito ativados por TGF-~ e desta forma o 

tratamento com IFN-y exógeno não estaria levando à morte do Pb. 

Nossos resultados mostraram que o tratamento com 20 ~g/mL do AcM anti­

TGF-~ não alterou a capacidade fungicida e tampouco a produção de NO pelos 

M0 de animais B10.A pré-ativados ou não com IFN-y. Por outro lado, os M0 de 

camundongos AlJ quando tratados com o AcM anti-TGF-~ apresentaram 

atividade fungicida aumentada (cerca de 83 a 86%) e produção elevada de NO 

quando infectados com o fungo. Assim, ao contrário da IL-10, o TGF-~ é 

importante inibidor da atividade microbicida de M0 de animais AlJ. 

A análise de citocinas no sobrenadante de cultivo de M0 tratados ou não 

com o anti-TGF-~ também foi estudada. Níveis elevados de TNF-a e IL-12 foram 

encontrados em animais B10.A e de TNF-a com M0 de camundongos AlJ . 

Pode-se verificar nas figuras 15 e 17 que M0 infectados de animais AlJ 

produziram mais TNF-a (247 ± 43) que os animais B10.A (88 ± 12). O tratamento 

com o AcM anti-TGF-~ ressaltou ainda mais essa produção mais acentuada de 

TNF-a para o grupo de M0 de animais AlJ . 

Por outro lado, os níveis de IL-12 estão sempre muito mais elevados em 

animais B10.A (82 ± 16), quando comparados aos animais resistentes (O ± O). 

Há a proposta recente de denominar os M0 de M1 e M2 baseado em seu 

padrão de ativação (Mills et aI., 2000). Assim, M0 M1 provenientes de linhagens 

Th1 de camundongos (C57BU6 e B10.A) para a resposta imune contra L. major 

apresentam uma produção dominante de NO em resposta ao LPS ou IFN-y 

exógeno. 

Os M0 M2, (BALB/c e O BAl2) , por sua vez, exibem um perfil tolerante ao 

crescimento do patógeno caracterizado pela produção de altos níveis de TGF-~. 

O padrão de ativação desses M0 parece ser independente de linfócitos, uma vez 

que camundongos C57BU6 e BALB/c dos fenótipos NUOE (deficientes de células 

T) e SCIO (deficientes de células T e B) apresentam a mesma polarização (Mills 

at aI., 2000). 

Nesta mesma linha, trabalho desenvolvido por Murata et aI. (2002) também 

mostrou a existência de 2 tipos de M0, o redutivo e o oxidativo. O M0 redutivo 



86 

exibe um perfil caracterizado por aumento na produção de NO, IL-12 e baixa 

produção de IL-10. Já o M0 oxidativo é caracterizado por produzir níveis baixos 

de NO e elevados de IL-6 e IL-10. 

Nosso trabalho sugere que os M0 de camundongos AlJ apresentam um 

perfil de M0 oxidativos, o que justificaria os níveis elevados de IL-10 (ação 

importante do TGF-~) e níveis reduzidos de NO cultivo de 72 horas. Por outro 

lado, os M0 de camundongos B10.A apresentam um fenótipo redutivo. Na 

classificação M1 e M2 os M0 de camundongos AlJ seriam M2. Nosso resultado é 

muito interessante, pois mostra que fenômeno de imunidade natural exacerbada, 

com grande produção de NO e atividade fungicida evidente não confere o fenótipo 

de resistência aos camundongos B10.A. Assim, grande número de leveduras do 

Pb é morta ao ser fagocitado por M0 de camundongos B10.A. Esta imunidade, 

entretanto, não é esterilizante, e a contínua produção de NO levaria à desativação 

da resposta imune adquirida e ao posterior descontrole do crescimento fúngico e 

doença mais grave. 

Assim, os mecanismos ativadores de M0 são essenciais para o controle da 

multiplicação do fungo, mas devem se desenvolver de maneira balanceada com 

processos anti-inflamatórios e com a resposta imune adquirida para que o 

fenômeno final seja imunoproteção e não imunossupressão. 

Nossos dados demonstraram que os M0 de camundongos AlJ são 

modulados por TGF-~, uma vez que a sua neutralização levou ao controle da 

infecção. Mais ainda, há claros indícios que a atividade fungicida de M~ de 

camundongos resistentes não é mediada pelo NO. Outros mecanismos de 

ativação podem então ser operantes nos M~ destes animais. 

M0 ativados por IL-10, IL-4, IL-13, PGE2 e TGF-~ podem ativar a enzima 

arginase (Modollel et aI., 1995) e consumir a arginina que é o substrato da ação 

da iNOS. Sendo assim, os M0 não fazem NO por competição pelo substrato 

(Hibbs et aI., 1990). Trabalho desenvolvido por Corraliza et aI. (1995) também 

mostrou que a indução da enzima arginase em M0 levou à inibição da secreção 

de NO. 
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Nossos resultados mostram que M~ alveolares de camundongos NJ 

produzem preferencialmente IL-10 e níveis baixos de IL-12. Talvez este perfil seja 

concomitante à expressão diminuída da enzima IDO no combate ao fungo. A 

prevalência de IL-10 impede a ação do IFN-y que ativaria IDO a diminuir o 

triptofano necessário ao crescimento fúngico. Além disso, a produção de NO 

torna-se inibida, uma vez que a IL-10 desativa os M~ e leva ao aumento da 

expressão da arginase. 

Estamos obtendo resultados importantes que permitirão a melhor 

compreensão da patogenia da PCM, e em particular, os mecanismos que levam à 

resistência e susceptibilidade ao fungo. Este trabalho traz resultados originais 

demonstrando que hiperativação de imunidade inata pode levar a patologia grave. 

É muito interessante verificar que os mesmos mecanismos que são fundamentais 

para a morte e eliminação ou contenção do fungo (por exemplo, produção de NO 

e migração celular) podem estar associados à susceptibilidade dos hospedeiros. 

Por outro lado, uma ativação ineficiente do sistema devido à ativação precária de 

M0 frente ao patógeno pode redundar em fenótipo resistente. O balanço da 

imunidade adquirida, mediada por linfócitos TCD4 + e TCD8 + determinará, 

posteriormente, o destino da infecção. 

Finalmente, gostaríamos de finalizar uma hipótese geral de imunidade inata 

na PCM pulmonar levando em consideração nossos resultados obtidos com M~ 

alveolares de camundongos susceptíveis e resistentes. 

Nossos dados mostram que os M0 alveolares de animais susceptíveis 

são grandes produtores de IL-12 e são facilmente ativáveis por IFN-y. A alta 

produção de IL-12 poderia estimular as células NK a secretar IFN-y que induziria a 

secreção de altos níveis de NO. Este mecanismo levaria a eficiente capacidade 

fungicida dos M~ nas primeiras horas de infecção. 

O padrão de ativação dos M~ de animais B10.A exibe um perfil do tipo M1 

ou redutivo (Mills et aI. , 2000; Murata et aI. , 2002) que levaria a uma eficiente 

imunidade inata. Entretanto, esses animais comportam-se como susceptíveis a 

PCM e não controlam o crescimento fúngico no decorrer da doença. 



89 

Acreditamos que o excesso de NO produzido por esses M~ induziria 

anergia ou deleção de células T CD4+. A expressão de altos níveis de moléculas 

co-estimulatórias (CD40, 87, MHC de classe 11) pelas células apresentadoras de 

antígeno poderia levar à ativação preferencial de células T CD8+ que não é 

suficiente para ativar os M~ e controlar infecção no decorrer da doença. De 

acordo, trabalhos prévios em nosso laboratório demonstraram que a imunidade 

adaptativa de camundongos 810.A é basicamente controlada na ativação de 

linfócitos T CD8+ (Cano et aI., 2000; Chiarella, 2003). 

Por outro lado, os M~ de camundongos resistentes produzem níveis 

baixos de IL-12 e níveis altos de IL-10 e TNF-a quando infectados com o fungo 

Pb. Este comportamento resulta numa baixa ativação de células NK, níveis 

reduzidos de IFN-y e de NO. 

Deste modo, os M<t> de animais NJ seriam poucos ativados no início da 

infecção e a imunidade inata, então, menos eficiente quando comparada à de 

animais 810.A. O padrão de ativação desses M<t> parece exibir um perfil do tipo 

M2 ou oxidativo (Mills et aI., 2000; Murata et aI., 2002). A baixa produção de NO 

por esses M~ não induziria anergia de células T e de uma forma mais lenta, 

porém progressiva, os animais NJ desenvolveriam uma imunidade mediada por 

células T CD4+ e T CD8+ que irão controlar a infecção. 

Esta proposta baseia-se em nossos dados experimentais e permite 

compreender como mecanismos de imunidade inata altamente eficiente podem 

redundar em patologia infecciosa grave. 
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CONCLUSÕES 

- O IFN-y e a IL-12 são capazes de induzir atividade fungicida em Mel 

alveolares de camundongos susceptíveis. Ao contrário, somente o IFN-y em altas 

doses é capaz de induzir a morte do Pb por Mel alveolares de animais resistentes. 

- A atividade fungicida de Mel de camundongos susceptíveis pôde ser 

associada à produção de altos níveis de NO que puderam ser modulados por um 

inibidor da síntese de NO a aminoguanidina. Em camundongos resistentes a 

produção de NO foi baixa e não se alterou pelo tratamento com aminoguanidina. 

- Camundongos susceptíveis sintetizam mais MCP-1 e IL-12 que 

camundongos resistentes que por sua vez apresentam a síntese de IL-10 e GM­

CSF mais elevadas. 

- A IL-10 não modula a atividade fungicida de Mel alveolares de 

camundongos susceptíveis e resistentes, porém regula a síntese de NO e TNF-a 

de Mel de camundongos 810.A e de IL-12 por Mel de animais AlJ. 

- O TGF-13 é o grande regulador negativo da atividade fungicida de Mel de 

camundongos resistentes, porém não interfere no comportamento de 

camundongos susceptíveis. Em ambas as linhagens o TGF-13 é a citocina 

inibidora da síntese de TNF-a e, em camundongos resistentes, a presença de 

TGF-~ esteve associada à síntese aumentada de IL-10. Além disso, pôde-se 

verificar que camundongos resistentes podem desenvolver atividade fungicida 

contra o Pb independente da síntese de NO. 

Em resumo, os Mel alveolares de animais susceptíveis são facilmente 

ativados por IFN-y e IL-12, produzem altos níveis de NO e têm eficiente atividade 

fungicida. Por outro lado, os Mel de animais resistentes só se ativam com alta 

concentração de IFN-y e IL-12 e a sua capacidade fungicida é inibida por TGF-13 

endógeno. 
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