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RESUMO 
 

A participação de células produtoras de IL-17 (Th17) na resposta imunológica 

contra infecções causadas por fungos tem sido recentemente objeto de grande 

interesse. A principal função da IL-17 é a ativação e atração de neutrófilos para o 

local de infecção. Lesões de pacientes com paracoccidioidomicose (PCM), a 

micose sistêmica mais importante no Brasil, são caracterizadas por um infiltrado 

inflamatório rico em neutrófilos. Entretanto, neutrófilos de pacientes com PCM 

apresentam uma resposta fungicida diminuída, quando comparada à observada 

em indivíduos saudáveis. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do tratamento 

com IL-17 e IL-23 sobre a atividade fungicida, bem como sobre a capacidade 

migratória e inflamatória de neutrófilos. Neutrófilos de indivíduos saudáveis e de 

pacientes com a forma adulta multifocal da doença foram isolados e estimulados 

com citocinas recombinantes (rh-IL17 e/ou rh-IL23). Após o estímulo as células 

foram avaliadas quanto a expressão de receptores de quimiocinas (CXCR1 e 

CXCR2) e moléculas de adesão (CD54 e CD62L). Os neutrófilos também foram 

avaliados quanto a sua capacidade de adesão em Células Endoteliais Pulmonares 

Humanas (HLEC), sua resposta migratória a diferentes concentrações de CXCL8 

e sua capacidade fungicida, e sobre a produção de H2O2, matriz metaloproteinase 

9 (MMP-9) e citocinas inflamatórias (IL-6, TNF-α e IL-1β). Os resultados 

demonstraram que células estimuladas com IL-17 e/ou  IL-23 apresentaram uma 

expressão aumentada de receptores de quimiocina e moléculas de adesão, 

associadas com uma capacidade aumentada de adesão e migração. Além disso, 

observamos que neutrófilos estimulados com ambas as citocinas exibiram uma 
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atividade antifúngica diminuída relacionada com produção diminuída de H2O2, ao 

lado de uma produção aumentada de MMP-9, IL-6 e IL-1β. Os dados obtidos nos 

permitem concluir que citocinas relacionadas à resposta Th17 (IL-17 e IL-23) 

podem desempenhar um papel importante na contenção da infecção causada pelo 

P. brasiliensis, uma vez que predominam em sua forma mais branda e localizada, 

a forma adulta. Essas citocinas poderiam atuar de forma semelhante àquela 

observada em outras infecções fúngicas, induzindo uma resposta inflamatória 

local e ativando células do sistema imunológico inato. Apesar de sua importância, 

a produção crônica dessas citocinas, e sua atuação sobre os neutrófilos, podem 

induzir uma resposta inflamatória exacerbada que em última instância seria 

responsável pela destruição tecidual observada principalmente nas formas 

crônicas da doença.  
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ABSTRACT 
 

The participation of  IL-17 producing cells in the immune response to fungi has 

been recently described. The main function of IL-17 is the activation and attraction 

of neutrophils to infection sites. Lesions of patients with paracoccidioidomycosis 

(PCM), the most important systemic mycosis in Brazil, are characterized by an 

inflammatory infiltrate rich in neutrophils, that shows an impaired fungicidal activity  

when compared to cells from healthy individuals. The aim of this study was to 

evaluate the effect of IL-17 and IL-23 on the fungicidal activity, as well as on the 

migratory and inflammatory ability of neutrophils. Neutrophils from healthy controls 

and patients with the multifocal adult form of PCM were isolated and stimulated 

with rhIL-17 and/or rhIL-23. Stimulated cells were evaluated for their expression of 

chemokine receptors (CXCR1 and CXCR2), and adhesion molecules (CD54 and 

CD62L),  as well as, for their capacity of adhesion on Human Lung Endothelial 

Cells (HLEC) and for their migratory ability in response to CXCL8. We also 

evaluated the effect of these cytokines treatment on fungicidal activity and on the 

production of H2O2, matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) and inflammatory 

cytokines (IL-6, TNF-alpha and IL-1-beta). Neutrophils exposed to IL-17 and/or IL-

23 increased their expression of CXCR1 and CXCR2 and adhesion molecules, 

which were associated with an increased adhesive and migratory capacity. 

Furthermore, the treatment of neutrophils with IL-17 and IL-23 had a suppressive 

effect on their fungicidal activity, characterized by a diminished production of H2O2, 

but increased their production of MMP-9 and inflammatory cytokines. These data 

indicate that Th17 related cytokines (IL-17 and IL-23) can participate in the initial 
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resistance to the infection caused by P. brasiliensis, once they are predominant in 

the milder and localized form of the disease, the adult form. As in other fungal 

infections, IL-17 (and IL-23) can induce a local inflammatory response and the 

activation of innate immune cells. However, when chronically produced  these 

cytokines can induce an exacerbated inflammatory response, mainly acting on 

neutrophils, which can be responsible for the tissue damage observed in the 

chronic form of the disease. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Dentre as micoses sistêmicas, a paracoccidioidomicose (PCM) é a que 

apresenta maior importância em nosso meio. Causada pelo fungo dimórfico 

Paracoccidioides brasiliensis, encontra-se restrita aos países da América Latina, 

sendo endêmica em algumas regiões do Brasil [1, 2]. A infecção provavelmente 

ocorre por meio da inalação de propágulos do fungo que se depositam nos 

pulmões causando lesões locais, ou que podem se disseminar via corrente 

sanguínea ou linfática para diversos órgãos como: fígado, baço, glândulas 

suprarenais, medula óssea, mucosas e pele [1, 3]. 

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

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

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

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

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

disfunção na medula óssea; e 3) a forma adulta (FA) ou crônica que acomete 

majoritariamente homens adultos entre 30 e 60 anos. A forma adulta apresenta 

manifestações clínicas que variam desde lesões pulmonares isoladas (forma 

unifocal) ao acometimento sistêmico (forma multifocal), com lesões na pele e 

mucosas [1, 3, 4]. Em relação às duas formas da doença, em ambos os casos a 

imunidade celular apresenta-se comprometida, e a ausência de intervenção por 

meio de terapia específica leva a altas taxas de mortalidade, principalmente em 

crianças [3, 5, 6]. 
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 O desenvolvimento de modelos experimentais da infecção pelo P. 

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

imunológica desenvolvida pelo hospedeiro e as diferentes manifestações da 

paracoccidioidomicose [7]. Camundongos suscetíveis (linhagem B10.A) 

apresentam resposta imune celular deprimida, evidenciada pela proliferação de 

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

estímulos com antígenos do fungo [5]. Além disso, produzem preferencialmente 

citocinas do tipo Th2 como IL-4, IL-5 e IL-10, e anticorpos das classes IgG1 e IgA 

[8-11]. Após a infecção esses camundongos apresentam disseminação do fungo 

por todo organismo, evidenciando a sua incapacidade para o controle da mesma. 

Por outro lado, nos camundongos resistentes (linhagem A/Sn – A/J) a resposta 

imunológica celular é preservada, com linfoproliferação e testes de HTT positivos 

e produção de citocinas do tipo Th1 como o interferon-gama (IFN-γ) e o fator de 

necrose tumoral-alfa (TNF-α), assim como produção de anticorpos da classe 

IgG2a [8-10]. 

 Esses achados no modelo experimental encontram paralelo na doença 

humana. Indivíduos apresentando a FJ da PCM apresentam uma resposta 

predominantemente T-"helper" do tipo 2 (Th2), com produção aumentada (in vitro) 

de citocinas supressoras da resposta imune celular como a interleucina-4 (IL-4), 

IL-5, IL-10, o fator de transformação de crescimento-beta (TGF-β) e baixa 

produção de IFN-γ e TNF-α [12-16]. Esses indivíduos também produzem 

quantidades elevadas de anticorpos específicos com predominância dos isotipos 

IgG4, IgE e IgA, cuja mudança de classe é regulado por citocinas Th2 como a IL-4 
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e pelo TGF-β assim como número elevado de eosinófilos na circulação e 

infiltrando as lesões [13, 17-21]. Já os indivíduos com a FA desenvolvem uma 

resposta mista, que resulta em diferentes apresentações clínicas da doença, 

produzindo citocinas do tipo Th1 como IFN-γ, TNF-α e IL-2 e quantidades 

variáveis de IL-10 e IL-4 [14-16]. Quanto à resposta imune humoral, produzem 

menores níveis de anticorpos quando comparados a indivíduos com a forma 

juvenil, com predomínio das classes IgG1 e IgG2 [13, 17, 18]. Já os indivíduos 

apresentando a PCM-infecção não apresentam sinais clínicos de doença e 

tampouco produzem anticorpos específicos, mas desenvolvem resposta celular 

vigorosa contra antígenos do fungo e produzem quantidades elevadas de IFN-γ, 

IL-2 e TNF-α e níveis basais de IL-4, IL-5 e IL-10 [14-16].  

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

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

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

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

explicarem muitas das diferenças marcantes entre as formas clínicas da doença e 

a PCM-infecção, alguns fatos ainda permanecem sem explicação. Resultados 

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

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

relacionada a formas mais graves da paracoccidioidomicose e pior controle da 

doença por parte do hospedeiro [22-24].  Camundongos suscetíveis (linhagem 

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

apresentam uma resposta imunológica inicial caracterizada pela grande produção 
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de mediadores inflamatórios (em teoria relacionada a uma resposta Th1) e pelo 

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

resistentes, produzem quantidades moderadas desses mediadores e menor 

infiltrado inflamatório [25].  

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

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

sendo denominados de Th17 [26, 27]. Essas células foram identificadas por 

apresentar um papel de grande importância em doenças autoimunes como a 

esclerose múltipla (e seu modelo experimental – encefalomielite autoimune 

experimental), a artrite reumatóide e as doenças inflamatórias intestinais [28, 29]. 

 A diferenciação de células T nas diversas subpopulações é regulada 

principalmente pela presença de certas citocinas produzidas no ambiente onde 

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

receptores leva a sinalização intracelular específica, e posterior ativação de 

fatores de transcrição que são característicos de cada uma dessas subpopulações 

[30, 31]. Assim, células Th1 se diferenciam quando citocinas como a IL-12 e IFN-γ 

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

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

IL-4, que sinaliza via STAT-6 e GATA-3 [30-32]. De maneira geral as células Th17 

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

inflamatórias como IL-1β e TNF-α podem ter efeitos adicionais [31, 33-37]. Além 

dessas citocinas, também é importante a presença de IL-23 que promove a 
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sobrevivência e a diferenciação adicional dessas células. A diferenciação de 

células Th17 ocorre por meio da sinalização via STAT-3 e RORγt [35-38].  

 Apesar de terem sido inicialmente descritas na resposta imunológica em 

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

descrita tanto na resistência como na suscetibilidade a doenças infecciosas 

causadas por bactérias, protozoários e fungos [39-45]. Na tuberculose pulmonar 

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

circulação periférica em comparação ao observado em indivíduos saudáveis, 

situação revertida após o tratamento efetivo [46-48]. A presença de células Th17 e 

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

epiteliais, macrófagos e células endoteliais a produzirem citocinas e quimiocinas 

inflamatórias como a CXCL8, IL-1β, IL-23, IL-6 e de peptídeos com ação anti-

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

células inflamatórias, que desempenham papel importante no controle da doença 

[41]. No modelo experimental da tuberculose, a produção de IL-17 também leva a 

uma resposta favorável, participando de forma importante para a formação do 

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

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

da produção de outras citocinas pró-inflamatórias como o IFN-γ [49-52]. Na 

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

resposta imunológica, principalmente através da estimulação para a produção de 

IFN-γ e outras citocinas [45]. 
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 Após a sua descrição, a participação das células Th17 na resposta 

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

a IL-17 foi apontada como uma das principais citocinas que promovem a 

resistência a esses agentes patogênicos [43, 53-55]. No modelo experimental da 

infecção causada pelo Pneumocystis jiroveci (carinii), a produção de IL-17 e IL-23, 

foi apontada como sendo importante na resposta protetora [56]. Na infecção 

experimental por Histoplasma capsulatum, Heninger et al (2006)[57] relataram a 

presença de células produtoras de IFN-γ e IL-17 no granuloma formado em 

resposta ao fungo, e que a IL-17 é necessária para a sua formação. Na infecção 

pelo Cryptococcus neoformans, a presença de IL-23, e consequentemente de IL-

17, foi relacionada à resistência à doença por meio da indução de citocinas 

inflamatórias como IL-1 e IL-6 [49]. Em relação à infecção por Candida albicans, 

existem trabalhos com resultados contraditórios, sendo que alguns apontam para 

a participação dessas células na resistência, e outros na suscetibilidade à infecção 

[48, 54, 58-62]. Em um trabalho publicado por Zelante et al. (2007), os autores 

também verificaram que a IL-17 pode influenciar na suscetibilidade à infecção por 

C. albicans e Aspergillus fumigatus, e que nas duas infecções esta citocina induz o 

aumento da atividade inflamatória na resposta inicial, que em última instância 

resulta em uma resposta celular deficiente, e em uma atividade fungicida de 

neutrófilos bastante reduzida [54].   

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

apontada como uma das principais citocinas efetoras no recrutamento de 

neutrófilos [63-65]. Neutrófilos são células de origem mielóide, que constituem a 
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maioria dos leucócitos presentes na circulação. Essas células, juntamente com os 

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

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

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

patógenos os neutrófilos, após sua ativação, produzem grandes quantidades de 

substâncias chamadas de Reativos Intermediários de Oxigênio (RIOs), assim 

como de óxido nítrico (NO). Além dos RIOs, os neutrófilos também produzem e 

liberam no sítio inflamatório uma série de enzimas proteolíticas como elastases, 

catepsina-G e matriz-metaloproteinases (MMPs). Essas enzimas podem levar à 

destruição dos tecidos do hospedeiro, sendo responsáveis por muitas das 

imunopatologias observadas em processos inflamatórios crônicos [66, 67]. 

 Como mencionado, a infecção pulmonar experimental pelo P. brasiliensis 

leva ao recrutamento de neutrófilos ao pulmão [25, 68]. A análise do lavado 

bronco alveolar de pacientes com a forma pulmonar da paracoccidioidomicose 

mostra um aumento do influxo de neutrófilos para esse compartimento [69, 70]. A 

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

brasiliensis em outros órgãos e tecidos [1, 71].  

A migração de células do sistema imunológico para o sítio inflamatório é um 

fenômeno complexo, caracterizado pela participação de diversas moléculas de 

adesão e pela produção de quimiocinas e pela expressão de seus receptores. 

Neutrófilos expressam diversos receptores de quimiocinas, sendo os principais 

aqueles relacionados à ação da quimiocina CXCL8 (IL-8). Quimiocinas são 

citocinas que induzem a migração dirigida de subpopulações de leucócitos para os 

locais de inflamação. As quimiocinas são proteínas estruturalmente relacionadas 
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ou homólogas e podem ser subdivididas em quatro subfamílias: CXC (ou α) nas 

quais as duas primeiras cisteínas da molécula são separadas por um aminoácido, 

CC (ou β) nas quais as duas primeiras cisteínas são adjacentes, CX3C (ou γ) com 

três aminoácidos entre as duas primeiras cisteínas e C (ou δ) nas quais falta uma 

das cisteínas [72-74]. As quimiocinas do tipo CXC que contém a sequência ácido 

glutâmico-leucina-arginina (denominadas de ERL), precedendo a sequência CXC, 

são quimiotáticas para neutrófilos (como por exemplo a CXCL8/IL-8) e aquelas 

que não contêm esta sequência atuam sobre linfócitos (como por exemplo a 

CXCL9 (Mig) e CXCL10 (IP-10), entre outras) [73]. A ação das quimiocinas se dá 

por meio de sua ligação a receptores específicos, presentes na superfície das 

células [75]. A expressão diferencial desses receptores nas diversas fases da 

resposta imunológica é que irá controlar a migração dos leucócitos entre os 

diversos locais de atuação. Existem dois receptores capazes de responder à 

CXCL8: o CXCR1 e o CXCR2, ambos expressos por neutrófilos. Os receptores de 

quimiocina CXCR1 e CXCR2 são expressos principalmente em células de origem 

mielóide, como PMNs e monócitos, mas também podem ser expressos por outras 

células como: linfócitos T CD8+, mastócitos, células endoteliais e epiteliais. O 

CXCR1 liga-se apenas à IL-8, por outro lado o CXCR2 é ligante para IL-8, entre 

outros [73] [76].  

Além das quimiocinas e seus receptores, a migração dos leucócitos envolve 

a participação coordenada de um grande número de moléculas expressas na 

superfície dos leucócitos e das células endoteliais denominadas coletivamente de 

moléculas de adesão. A grande maioria das moléculas de adesão pode ser 
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agrupada em duas famílias principais: as integrinas e as selectinas, expressas 

tanto na superfície do endotélio vascular como na membrana dos leucócitos [77-

79]. Integrinas do tipo β2, especialmente CD11a/CD18 (LFA-1) e seu ligante a 

molécula da superfamília da imunoglobulinas CD54 (ICAM-1) são implicadas na 

migração de leucócitos, apresentação de antígenos, fagocitose e produção de 

RIOs. A expressão das moléculas de adesão na superfície celular depende da 

estimulação por citocinas inflamatórias como o TNF-α, IL-1β e IL-6, e também 

pode ser induzida por alguns produtos bacterianos como o LPS [80].  Em trabalho 

realizado por Roussel et al. (2010) [81] foi demonstrado que a IL-17 apresenta-se 

como potente ativadora do endotélio in vivo, promovendo o recrutamento de 

neutrófilos para locais inflamatórios. As células endoteliais expressam receptores 

para IL-17 e, deste modo, respondem de maneira rápida quando estimuladas com 

a citocina, produzindo moléculas quimiotrativas para neutrófilos além de moléculas 

de adesão envolvidas no extravasamento de leucócitos. A IL-17, desse modo, 

participa ativamente na migração de leucócitos (principalmente de neutrófilos) 

tanto in vivo quanto em testes in vitro. 

A adesão leucocitária apresenta diferentes etapas: Inicialmente, os 

leucócitos aderem fracamente à parede dos vasos sanguíneos devido a interações 

fracas entre selectinas expressas nas células endoteliais e seus ligantes, nesse 

estágio ocorre o rolamento dos leucócitos [82]. Dentre as selectinas, pode-se 

destacar a L-selectina (CD62L), uma glicoproteína transmembrana que interage 

com ligantes presentes no endotélio [77]. Suas ações contribuem tanto nos 

primeiros eventos adesivos, bem como as fases posteriores da quimiotaxia e 
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migração celular [83]. Em seguida ocorre à adesão firme mediada por integrinas 

[82]. O ICAM-1 (CD54) é uma molécula de adesão celular da família das 

imunoglobulinas expressa por diversos tipos celulares, incluindo leucócitos e 

células endoteliais. Sua expressão pode ser induzida através de citocinas como o 

TNF-α e IFN-γ, e inibida por glucocorticóides.  Dentre seus ligantes, podem se 

destacar os receptores de integrina ligada à membrana LFA-1 e Mac-1 em 

leucócitos. A molécula de CD54 desempenha um papel importante na resposta 

imune inata e adaptativa, já que está envolvida na migração de leucócitos para 

locais de inflamação, assim como na interação de células apresentadoras de 

antígenos e células T [84]. Em trabalho realizado anteriormente por nosso grupo, 

demonstramos que células mononucleares do sangue periférico de indivíduos de 

ambas as formas clínicas da paracoccidioidomicose (FJ e FA) apresentam uma 

expressão aumentada de CD54 (ICAM-1), em relação aos indivíduos com 

paracoccidioidomicose-infecção [15].   

Apesar da presença de grande número de neutrófilos nos pulmões e nas 

lesões de pacientes com PCM, estudos realizados in vitro indicam que neutrófilos 

de pacientes com a doença ativa, assim como de camundongos suscetíveis à 

infecção, apresentam capacidade fungicida diminuída contra células do fungo, em 

comparação a indivíduos normais ou a camundongos resistentes. Essa 

característica aparentemente está relacionada com a diminuição na capacidade de 

produção de reativos intermediários de oxigênio como o peróxido de hidrogênio 

[25, 85, 86]. Em um estudo realizado por Rodrigues et al. (2007) [87] neutrófilos de 

indivíduos saudáveis quando incubados com IFN-γ, TNF-α e GM-CSF 
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apresentaram efeito fungicida eficiente contra a cepa Pb18 do P. brasiliensis, 

mostrando desta maneira a importância das citocinas no processo da ativação dos 

neutrófilos. Outros trabalhos também demonstram a ativação dos neutrófilos por 

citocinas como o IFN-γ, enquanto que a presença de IL-10 suprime essa resposta 

[88]. Nesse contexto, a atividade fungicida de PMNs após a ativação é 

dependente da produção de reativos intermediários de oxigênio como o peróxido 

de hidrogênio (H2O2) e ânion superóxido. No modelo experimental, McEwen et al. 

(1987) [89] também demonstraram que a atividade fungicida de PMNs está 

relacionada com a liberação de reativos de oxigênio, sendo que neutrófilos de 

camundongos resistentes à PCM apresentaram produção de níveis maiores de 

H2O2 se comparados aos camundongos susceptíveis à doença.  

  

  Como mencionado, os estudos que abordam a participação de células 

Th17 na resposta imunológica nas infecções fúngicas ainda são incipientes, e não 

existem trabalhos (experimentais ou em humanos) que mostrem a sua 

participação na resposta imunológica ao P. brasiliensis. Diversos trabalhos 

demonstraram que a resposta adaptativa associada à resistência e à 

suscetibilidade à paracoccidioidomicose é  relacionada à respostas Th1 e Th2 

respectivamente [90], contudo, algumas características, como o fato de haver a 

presença de infiltrado inflamatório, tanto no pulmão como em outros tecidos, com 

um grande número de neutrófilos com atividade fungicida diminuída, não são 

explicadas por esse modelo. Nos últimos anos, a participação de células 

produtoras de IL-17 (Th17) na resposta imunológica a infecções fúngicas tem sido 
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bastante estudada, sendo considerada de grande importância para a contenção 

desses patógenos, sobretudo por sua função como citocina pró-inflamatória, 

atuando na ativação e migração de neutrófilos. Tendo isso em vista, temos como 

hipótese que as células Th17 podem participar da resposta imunológica ao P. 

brasiliensis e são responsáveis, pelo menos em parte, pelo descontrole da 

resposta inflamatória, por meio da ativação e recrutamento de neutrófilos para o 

sítio de infecção. 





46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 

 

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar se a presença de IL-17 e IL-23 altera a capacidade fungicida, migratória e 

inflamatória de neutrófilos humanos obtidos de indivíduos com 

paracoccidioidomicose e de controles normais. 

 

2.2. Objetivos específicos: 

- Avaliar se a presença de IL-17 e/ou IL-23 afeta a capacidade fungicida de 

neutrófilos contra cepas de alta virulência (Pb18) e de baixa virulência (Pb265) de 

P. brasiliensis. 

- Avaliar se a presença de IL-17 e IL-23 leva a alteração na expressão de 

moléculas de adesão (CD54 e CD62L) e de receptores de quimiocinas (CXCR1 e 

CXCR2) por neutrófilos. 

- Avaliar se a presença de IL-17 e IL-23 altera a capacidade de adesão em células 

endoteliais e de migração de neutrófilos em resposta à CXCL8. 

- Avaliar o efeito da presença de IL-17 e IL-23 sobre a produção de reativos 

intermediários de oxigênio, de matrix-metaloproteinase-9 (MMP-9) e de citocinas 

inflamatórias (IL-6, TNF-α, IL-1β) por neutrófilos.  
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3. CASUÍSTICA, MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Casuística 

 Para a realização dos diversos experimentos descritos foi utilizado um 

número variável de amostras de sangue (descrito em cada um dos gráficos dos 

resultados), obtidas de controles normais e pacientes com a forma adulta 

multifocal (FA) ou com a forma juvenil (FJ) da paracoccidioidomicose.  

 Os indivíduos do grupo controle foram recrutados na zona endêmica de 

Campinas, anteriormente identificados por apresentarem teste cutâneo de 

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

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

qualquer doença em atividade. Pacientes com paracoccidioidomicose foram 

selecionados no ambulatório de Moléstias Infecciosas do Hospital das Clínicas da 

UNICAMP, foram incluídos somente pacientes apresentando doença ativa antes 

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

apresentavam sintomas e exames laboratoriais compatíveis com 

paracoccidioidomicose em atividade. Os pacientes foram classificados quanto à 

forma clínica conforme os critérios estabelecidos por Franco et al. (1987)[4]. Cada 

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

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

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

(ver apêndice). 

 Para a análise dos tecidos por imuno-histoquímica foram utilizados tecidos 

de biópsias obtidas para fim diagnóstico (mucosa oral ou linfonodos), fixadas e 
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embebidas em parafina, arquivadas no setor de Anatomia Patológica do HC da 

UNICAMP. 

 

3.2. Análise por imuno-histoquímica de lesões de mucosa oral e de 

linfonodos de pacientes com paracoccidioidomicose 

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

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

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

leveduras de P. brasiliensis. 

 Os blocos de parafina foram submetidos a cortes sequenciais em 

micrótomo com espessura de 3-5 µm, e as lâminas foram submetidas à 

desparafinização por banhos sequenciais em xilol e etanol. Após a 

desparafinização, os tecidos foram submetidos à recuperação antigênica.  

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

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

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

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

os cortes foram submetidos à marcação com anticorpos específicos (anti-IL17, 

anti-CD15 e anti-CXCL8). Os anticorpos foram titulados para otimizar a marcação 

e evitar ligações inespecíficas (dados não mostrados). As etapas de bloqueio de 

peroxidase endógena, de adição do anticorpo secundário e revelação foram feitas 

com reagentes fornecidos com o “kit” do sistema NovoLink (Max Polimer Detection 

System – Novocastra Laboratories) de acordo com as instruções do fabricante. 
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Após a realização da marcação, os tecidos foram contra-corados com 

hematoxilina e as lâminas montadas em entelan.  

 

3.3. Obtenção de leveduras de P. brasiliensis  

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

Pb18 e da cepa de baixa virulência Pb265 foram mantidas em estufa a 36°C em 

meio Fava-Netto por 7 dias. Após esse período o crescimento do tubo foi lavado 

em PBS estéril e para a obtenção de células individuais a suspensão de leveduras 

foi agitada em vórtex em tubos de 50 mL contendo esferas de vidro de 4mm de 

diâmetro por 5 minutos. Após a agitação os tubos foram incubados por 30 minutos 

a 37°C para a deposição das células não desagregadas e o sobrenadante 

transferido para outro tubo, a partir do qual o número de células leveduriformes 

viáveis foi determinado por contagem em hematocitômetro na presença de verde 

de Janus. Foram utilizadas suspensões contendo mais que 85% de células 

viáveis. O número de leveduras utilizado em cada experimento foi acertado 

conforme a necessidade.  

 

3.4. Obtenção de células mononucleares (CMNs) e polimorfonucleares 

(PMNs) do sangue periférico 

 O sangue periférico de pacientes com paracoccidioidomicose apresentando 

a doença ativa, assim como de indivíduos do grupo controle, foi coletado em tubos 

contendo heparina sódica (40-50mL).  

 Para a separação das frações de células mononucleares (CMNs) e de 

polimorfonucleares (PMNs) as amostras foram centrifugadas sobre uma solução 
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de ficoll-hypaque - Sigma (Ficoll-Paque Plus - GE HealthCare, densidade 1,077 - 

400 g por 30 minutos a temperatura ambiente), sendo as frações de células 

mononucleares (CMNs – anel sobre a solução de ficoll-hypaque) e de 

polimorfonucleares (PMNs – parte superior da camada de hemácias) transferidas 

para outros tubos tipo falcon de 15 mL. As CMNs foram então submetidas a duas 

lavagens com meio RPMI (300 g por 10 minutos a 4ºC), enquanto que as PMNs 

foram ressuspendidas em tampão de lise de hemácias e incubadas a temperatura 

ambiente por 10 minutos. Após a lise das hemácias, as PMNs foram submetidas à 

nova separação sobre ficoll-hypaque com densidade de 1,119 (Histopaque - 

Sigma - 400 g por 30 minutos a temperatura ambiente) e depois a duas lavagens 

com RPMI (300 g por 10 minutos a temperatura ambiente). Após a lavagem, as 

CMNs e PMNs tiveram seu número e viabilidade estimado (câmara de Neubauer e 

azul de Tripan) e utilizadas para realização de diferentes experimentos conforme 

descrito abaixo. 

 Após o procedimento de separação descrito acima mais de 90% das 

células PMNs obtidas eram de neutrófilos (figura 8.1 - Apêndice). 

 Para os experimentos de imunoblot realizados para confirmar o efeito direto 

das citocinas recombinantes sobre os neutrófilos, submetemos as PMNs, obtidas 

conforme descrito acima, a uma etapa adicional de separação imunomagnética 

com "beads" acopladas a anticorpos anti-CD16 (anti-CD16 "beads" - MACs - 

Miltenyi Biotec), seguindo as instruções do fabricante. Para garantir a pureza das 

preparações celulares, as amostras foram passadas 2 vezes por colunas. Após 

esse procedimento, obtivemos preparações celulares com pureza superior a 99% 

(ver figura 8.1 - Apêndice). 
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3.5. Estimulação de células mononucleares do sangue periférico para 

avaliação da cinética de produção do RNAm e da produção de IL-17 

 Células mononucleares do sangue periférico (CMSPs) de pacientes 

apresentando a FA ou FJ da paracoccidioidomicose, e de indivíduos do grupo 

controle foram separadas por meio de centrifugação em gradiente de Ficoll-

Hypaque conforme descrito acima. Após a obtenção das células, as mesmas 

foram contadas e ressuspendidas em meio RPMI suplementado (2 x 106 

células/mL) e colocadas em placas de cultura de 24 wells. As células então foram 

mantidas sem estímulo ou estimuladas com PHA (10µg/mL) por 0, 3, 6, 12, 24 ou 

48 horas. Após cada período as células foram coletadas e utilizadas para extração 

do RNAm para detecção da produção do RNAm para IL-17 e RORγt, e os 

sobrenadantes das culturas de 24 horas foram coletados e utilizados para 

dosagem de IL-17 por ELISA. 

 

3.6. Análise do efeito da IL-17 e IL-23 sobre a capacidade fungicida de 

neutrófilos obtidos de sangue periférico de pacientes com a doença ativa 

e indivíduos do grupo controle.  

 Os neutrófilos obtidos do sangue periférico de pacientes com a doença 

ativa foram avaliados quanto a sua capacidade fungicida contra duas cepas de P. 

brasiliensis (Pb18 e Pb265). Para isso, 100 µL de uma suspensão de células (2 x 

106 células/mL - obtidas conforme descrito acima) em RPMI suplementado com 

10% soro AB, L-glutamina e gentamicina foram colocadas em placas de 96 

cavidades com fundo em U,  e desafiadas com 100 µL de uma suspensão 

contendo 4 x 103 células leveduriformes de P. brasiliensis (das cepas Pb18 e 
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sem estímulo adicional ou então estimuladas com citocinas recombinantes (IL-23 - 

100 ng/mL e IL-17 – 100 ng/mL, isoladamente ou em combinação ou com IFN-γ - 

100ng/mL) por 4 e 24 horas, a  37ºC em estufa de CO2 (5%). Após o período de 

cultura o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80ºC até o momento do uso 

(dosagem de MMP-9, IL-1β1, IL-6 e TNF-α por ELISA, ver abaixo). As células 

foram coletadas e parte delas submetida à imunofluorescência para análise da 

expressão de marcadores de superfície (citometria de fluxo – ver abaixo), a outra 

parte das células foi utilizada para a extração de RNA para análise posterior da 

expressão do RNA mensageiro por PCR em tempo real (qRT-PCR, ver abaixo). 

As condições de cultura de neutrófilos utilizados para os testes de adesão estão 

descritos abaixo. 

 

3.8. Cultivo e manutenção de linhagem de células endoteliais pulmonares 

humanas (HLEC - Human Lung Endothelial Cells). 

 Para os experimentos de adesão de neutrófilos, foram utilizadas células 

endoteliais pulmonares humanas (linhagem HLEC) [92], gentilmente cedidas pelo 

Prof. Dr. Fábio Trindade Maranhão Costa do Instituto de Biologia da UNICAMP. As 

células foram expandidas em garrafas de cultura de 25 mm2 em meio DMEM/F12 

suplementado com 10% de soro bovino fetal (DMEM-SBF), em estufa de CO2 

(5%) a 37ºC. Ao atingirem 80-90% de confluência, as células foram coletadas com 

o auxílio de "cell-scrapper", centrifugadas e tiveram seu número e viabilidade 

determinados, sendo novamente ressuspendidas em meio DMEM-SBF. As células 

foram transferidas para lâminas específicas para cultura com 8 divisões (Millicell 
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EZ slide - Millipore - 1 x 105  células/cavidade), no caso de testes de adesão por 

imunofluorescência, ou então para placas de 24 cavidades (2 x 105 

células/cavidade), nos testes de adesão por liberação de cromo. As lâminas e as 

placas foram então incubadas em estufa de CO2 (5%) a 37ºC, por 2 dias (tempo 

necessário para atingir novamente 90% de confluência). Após esse período, as 

células foram submetidas a uma lavagem para a remoção das células não 

aderidas e adicionado meio DMEM-SBF fresco contendo as citocinas 

recombinantes (IL-23 - 100 ng/mL, IL-17 – 100 ng/mL, ou com IFN-γ - 100ng/mL). 

As lâminas ou placas foram novamente incubadas por um período adicional de 24 

horas (para atingirem 100% de confluência). Após esse período o meio foi 

removido, as lâminas (ou placas) foram gentilmente lavadas com meio fresco para 

remoção das células não aderidas e utilizadas para os testes de adesão (ver 

descrição abaixo). 

 Para avaliar a expressão de moléculas de adesão pelas HLEC, as células 

foram cultivadas em placas de 6 cavidades até atingirem 80-90% de confluência e 

então estimuladas por 24 horas com as citocinas recombinantes. Após esse 

período o sobrenadante foi descartado, as células foram removidas da placa com 

o auxílio de "cell-scrappers" e submetidas à marcação de superfície com posterior 

análise por citometria de fluxo (ver abaixo). 

 

3.9. Teste de adesão de neutrófilos - imunofluorescência. 

 Para avaliar o efeito da IL17 sobre a capacidade de adesão dos neutrófilos 

às células endoteliais, os neutrófilos purificados como descrito acima foram 
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marcados com CFSE. Para isso, os neutrófilos foram transferidos para tubos do 

tipo falcon, ressuspendidos em PBS estéril (5x106/mL) e incubados por 5 minutos 

à temperatura ambiente com 5μM de CFSE. Após a incubação, o volume dos 

tubos foi completado com meio RPMI contendo 10% de soro humano AB, e a 

seguir as células foram sedimentadas por centrifugação (10 minutos a 1250 RPM 

a 4ºC). Após 2 lavagens, parte dos neutrófilos foi  mantida sem estímulo e outra 

parte estimulada com IL17 recombinante (100ng/mL) por 24 horas a  37ºC em 

estufa de CO2 (5%). Após a incubação os neutrófilos foram coletados e 

submetidos a lavagem (1200 RPM por 10 minutos). Após a lavagem as células 

foram contadas, ressuspendidas em meio RPMI suplementado com soro humano 

AB e incubadas sobre lâminas específicas para cultura, nas quais células HLEC 

foram cultivadas (ver acima). Em cada cavidade da lâmina foram adicionados 

5x105 neutrófilos. Após 1 hora de incubação a 37ºC em estufa de CO2 (5%), as 

cavidades das lâminas foram lavadas gentilmente por 10 vezes (com meio de 

cultura a 37ºC) para desprender os neutrófilos não aderidos. Em seguida  

adicionou-se 0,5 mL de formaldeído (2%) para fixação das células. As lâminas 

foram incubadas por 20 minutos a 4ºC, e então lavadas com PBS (10 vezes). 

Após a remoção das divisões, as lâminas foram cobertas com solução contendo o 

corante DAPI (marcação de núcleo celular), recobertas com lamínulas e 

analisadas em microscópio de fluorescência (Nikkon), com filtros específicos para 

DAPI e CFSE. De cada cavidade (condição) foram fotografados 3 campos 

selecionados de maneira aleatória para posterior contagem do número de 

neutrófilos aderidos por campo.  
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3.10. Teste de adesão de neutrófilos - liberação de cromo. 

 A adesão dos neutrófilos em células endoteliais também foi avaliada por 

meio de um teste de liberação de cromo. Para isso, após a separação, parte dos 

neutrófilos foi mantida sem estímulo e outra parte estimulada com IL17 

recombinante (100ng/mL) por 24 horas a  37ºC em estufa de CO2 (5%). Após a 

incubação os neutrófilos foram coletados e submetidos a lavagem por 

centrifugação (1200 RPM 4ºC por 10 minutos). Em seguida as células foram 

contadas e incubadas com cromato de sódio (7,4 mBq/1x106 células - Cr51-

481mBq/mL – IPEN/CENEM-SP) diluído em meio RPMI suplementado com 20% 

de soro bovino fetal (SBF) e cromato de sódio por 75 minutos em estufa de CO2 a 

37ºC. A seguir as células foram centrifugadas e lavadas 3 vezes com 2 mL de 

meio RPMI suplementado. As células foram novamente contadas e 

ressuspendidas em meio RPMI suplementado e incubadas em placas de 24 

cavidades nas quais células HLEC foram cultivadas (ver acima). Em cada 

cavidade foram adicionados 2x105 neutrófilos. Após 1 hora de incubação a 37ºC 

em estufa de CO2 (5%), as cavidades das placas foram lavadas gentilmente por 

10 vezes para desprender os neutrófilos não aderidos, sendo então adicionados 

0,2 mL de PBS-Triton X100 (10%) para a lise das células. Após homogeneização 

foram retirados 90 µL do sobrenadante, que foram transferidos para tubos 

apropriados. A leitura da liberação de cromo foi feita em contador gama (Gama 

55008 - Bekman). Como forma de avaliação do número de neutrófilos aderidos, 

para cada experimento foi elaborada uma curva padrão com um número 

conhecido de neutrófilos marcados com cromo (figura 3.1).  
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foram adicionados 150 µL de PBS-B-A, centrifugando-se por 10 minutos a 1250 

RPM a 4°C. O sobrenadante foi desprezado, e as células ressuspendidas (vórtex) 

adicionando-se 200 µL de tampão PBS-B-A, seguido de nova centrifugação (10 

minutos a 1200 RPM, 4°C). Em seguida as células foram ressuspendidas em  200 

µL de formaldeído 2%, e incubadas à temperatura ambiente (TA) por 20 minutos. 

Após serem transferidas para tubos apropriados e o volume completado para 300 

µL de formaldeído 2%, as leituras foram feitas em citômetro de fluxo 

(FACScanto/Becton & Dickson). A análise dos resultados foi feita em programa 

específico (FCSExpress –De Novo Software), sendo analisada a porcentagem de 

células positivas e/ou a intensidade média de fluorescência (IMF) de cada 

marcador.  

 

3.12. Determinação da produção de H2O2 por neutrófilos. 

 A avaliação do efeito do tratamento com IL17 e/ou IL23 e IFN-γ sobre a 

produção de H2O2 por neutrófilos estimulados com células leveduriformes de P. 

brasiliensis foi realizada por meio de citometria de fluxo empregando-se a 

marcação com dihidrorodamina-123 (DHR-123) [93]. Para isso, neutrófilos obtidos 

do sangue periférico de indivíduos controle, conforme descrito acima, foram 

incubados na presença de citocinas recombinantes (IL-23 - 100 ng/mL, IL-17 – 

100 ng/mL ou com IFN-γ - 100ng/mL) por 24 horas a 37°C em estufa de CO2 (5%). 

Após a incubação os neutrófilos foram coletados e submetidos a lavagem. Após a 

lavagem as células foram contadas e ressuspendidas em PBS estéril (5x106 

células/mL) e incubadas com 4µM de DHR-123 (Invitrogen - Molecular Probes) por 
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30 minutos no escuro. Após a incubação as células foram lavadas 2 vezes com 

meio RPMI e incubadas com células leveduriformes de P. brasiliensis  das cepas 

Pb18 ou Pb265 (razão 10 neutrófilos para cada levedura) por 1 hora a 37ºC em 

estufa de CO2 (5%). Como controle positivo os neutrófilos foram estimulados com 

PMA (50ng/mL - 1 hora). Após o período de incubação os neutrófilos foram 

coletados e analisados por citometria de fluxo para análise da produção de H2O2.  

 

3.13. Análise da capacidade migratória de neutrófilos em resposta à CXCL8 

 Para avaliar a capacidade migratória de neutrófilos foram realizados testes 

de quimiotaxia. Os neutrófilos de indivíduos controle foram estimulados por 24 

horas com citocinas recombinantes (IL-23 - 100 ng/mL e/ou IL-17 – 100 ng/mL). 

Após esse período as células foram coletadas, contadas e tiveram a viabilidade 

estimada com azul de tripan. As células foram então ressuspendidas em meio 

RPMI suplementado e colocadas na câmara superior (5x105 células) de uma placa 

específica para quimiotaxia (Millipore Multiscreen Plate - MAMIC35 - com 

membrana de 3 µm). Na câmara inferior da placa foi adicionado meio RPMI 

contendo diferentes concentrações de CXCL8 recombinante (0 a 20 ng/mL). As 

placas foram incubadas por 2 horas a 37ºC em estufa de CO2, após esse período 

as células da câmara superior foram removidas por meio da aplicação de "swabs". 

As placas foram centrifugadas, e as células foram coletadas por meio da lavagem 

das cavidades inferiores (2x) com tampão PBS contendo 1% de BSA. Após 

centrifugação, as células foram submetidas à imunofluorescência com anticorpo 

anti-CD16 (APC-Cy7), como descrito acima e ressuspendidas em 100 µL de 
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formaldeido a 2%. O número de células em cada tubo foi avaliado pela aquisição 

de 100 µL da suspensão de células em citômetro de fluxo, sendo o número 

absoluto convertido em células/mL.  

 

3.14. Análise da produção de citocinas inflamatórias (IL-1β, IL-6 e TNF-α) e 

MMP-9 por neutrófilos e de IL-17 por CMSP. 

 Para avaliar a produção de matriz-metaloproteinase–9 (MMP-9), IL-1β, IL-6 

e TNF-α por neutrófilos e de IL-17 por CMSP foram feitas culturas nas condições 

experimentais descritas acima, e o sobrenadante foi avaliado por meio de ELISA 

("kits" DuoSet – R&D Systems), conforme as instruções do fabricante. 

 

3.15. Análise da atividade gelatinolítica de MMP-9 (zimografia)  

 A avaliação da atividade gelatinolítica de metaloproteinases foi feita por 

meio de teste de zimografia. Para isso, neutrófilos obtidos conforme descrito 

acima foram incubados por 24 horas com citocinas recombinantes (IL-17 – 100 

ng/mL e/ou IL-23 - 100 ng/mL ou com IFN-γ - 100ng/mL). Após esse período o 

sobrenadante das culturas foi coletado e as células utilizadas para preparação de 

lisado. O lisado foi feito por meio da adição de 100 µL/1x106 células de tampão de 

extração (Tris - 100 mM - pH 7,6; NaCl - 200 mM; CaCl2 - 100 mM e TritonX-100 - 

1%) seguido de homogeneização e incubação em gelo por 30 minutos. Após a 

incubação os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 10.000 g a 4°C para a 

remoção dos restos celulares e o sobrenadante transferido para outro tubo e 

armazenado a -80°C até o momento do uso. Para a separação das frações 
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protéicas dos lisados de células obtidos conforme descrito acima, os mesmos 

foram submetidos a uma eletroforese em gel de poliacrilamida-bisacrilamida (7% - 

0,75mm de espessura) contendo 1% de gelatina tipo A obtida de pele suína 

(Sigma-Aldrich), na presença de SDS. Cada um dos lisados foi aplicado em um 

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

constante de 100V, por aproximadamente 2 horas. Para a determinação do peso 

molecular das bandas foi utilizado um padrão de peso molecular. Após a 

eletroforese, os géis foram lavados por 1 hora (2 trocas) com solução a 2,5% de 

Triton-X-100 para remoção do SDS. Após as lavagens os géis foram incubados 

por 24 horas a 37ºC em tampão Tris-HCl (10mM - pH 7,5) contendo 5mM de 

CaCl2 e 1 µM de ZnCl2. Os géis então foram corados com "Comassie Blue" e 

analisados em equipamento de análise de imagem (ImageQuant 350 - GE 

LifeScience). A avaliação da formação de bandas após a captura da imagem foi 

realizada com o software ImageQuant TL. Os resultados foram expressos como 

área de cada banda (figura 3.2). 
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Figura 3.2  - Zimografia para determinação da atividade gelatinase da MMP-9 

produzida por neutrófilos estimulados com IL-17 e/ou IL-23 ou IFN-γ. A) Gel 

representativo dos resultados obtidos, com a análise do lisado de neutrófilos 

mantidos sem estímulo (linha 1) ou estimulados por 24 horas com IL-17 (linha 2), 

IL-23 (linha 3), IL-17+IL-23 (linha 4) ou IFN-γ (linha 5). B e C) Exemplo do 

resultado da análise realizada pelo software ImageQuant TL, no qual se pode 

observar a área (em pixels - hachurado verde) das bandas de 240 kD (1), 130 kd 

(2), 92k Da (3) e 88 kDa (4) de amostras sem estímulo (B) e estimuladas com IL-

17 (C).  

 
 
3.16. Reações de PCR em Tempo Real (qRT-PCR) 

 
3.16.1. Extração de RNA 

 A extração do RNA total de amostras obtidas foi realizada por meio da 

técnica utilizando Trizol (Invitrogen), conforme as instruções do fabricante. Após a 

extração as amostras foram quantificadas por meio da leitura em 

A 

B C 
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espectrofotômetro (NanoDrop) a 260 nm. A pureza do RNA obtido foi inferida pela 

razão entre as absorbâncias obtidas a 260 nm e 280 nm, que deveria estar 

próxima de 2. 

 

3.16.2. Síntese de cDNA 

 Antes da síntese do cDNA, as amostras de RNA obtidas foram submetidas 

ao tratamento com DNAse para a remoção de possíveis cadeias de DNA 

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

em um volume final de 25,6 µL e foram acrescentados 4,1 µL de um “mix” 

contendo 3,1µL de tampão 10x concentrado e 1µL de DNAse  humana I (Ambion).  

A seguir as amostras foram incubadas a 37°C durante 30 minutos para a remoção 

do DNA. Após essa incubação, foi adicionado a cada tubo 0,3µL de EDTA pH 8.0 - 

0,5M e as amostras foram incubadas a 75°C por 10 minutos para inativação  da 

atividade enzimática da DNAse.  

 Para a síntese do cDNA, ao RNA tratado foi  adicionado 1μL de oligo dT 16 e 

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

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

adicionados 18 µL de um “mix” composto por: 10 µL de tampão de síntese; 2,5 µL 

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

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

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

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

centrifugada rapidamente, adicionando-se 1 µL de RNase humana, incubando-se 
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a 37°C por 20 minutos, para a eliminação das moléculas restantes de RNA. Após 

a síntese, as amostras de cDNA foram quantificadas por meio da leitura em 

espectrofotômetro (NanoDrop) a 260 nm. As amostras foram armazenadas a        

–80°C até o momento do uso. 

 

3.16.3. Protocolo de qRT-PCR 

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

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

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

adicionados 3 µL de cDNA (contendo 300ng de cDNA obtido conforme descrito 

acima ou de água no caso do controle negativo), 1 µL do primer sense e 1 µL do 

primer anti-sense previamente diluídos na concentração de 80 pM/reação    

(tabela I)  e 5 µL do “master mix”, contendo dNTP, Taq polimerase, MgCl2, 

SybrGreen, e tampão (Absolute SYBRGreen RT-PCR mix, Applied Biosystems). 

As placas foram seladas e colocadas no aparelho de PCR em tempo real e 

submetidas a 40 ciclos de amplificação: 95ºC por 15 segundos, seguido de um 

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

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

“melting” (aquecimento gradual da amostra amplificadas de 60ºC a 95ºC, com 

incremento de 0,3ºC) na qual foi possível observar a dissociação dos produtos de 

amplificação. Os resultados foram analisados quanto à expressão do gene de 

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

amostra de referência o cDNA obtido a partir do RNA de um “pool” de CMSPs 
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(não estimuladas) ou de neutrófilos (ex vivo) obtidas de 5 controles normais. Os 

resultados foram expressos como concentração relativa calculada conforme 

descrito por Pfaffl (2001)[94] utilizando as eficiências de amplificação de cada 

“primer”, conforme a fórmula abaixo: 

 

Expressão relativa =
(Egene alvo)∆Ct gene Alvo

(Egene referência)∆Ct gene referência 
  

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

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

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

amplificada com o primer do gene de interesse (p.e. pool de neutrófilos não 

estimulados) menos o Ct de amostra para o mesmo gene; ∆Ct gene referência é 

igual ao valor de Ct de uma amostra controle amplificada com o primer do gene 

normalizador (p.e. pool de neutrófilos não estimulados) menos o Ct de amostra 

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

com o auxílio do programa PrimerExpress (Applied). 

 

3.17. Western-blotting / imunoblot  

3.17.1.  Preparação do lisado de neutrófilos 

 Para confirmar a atividade direta das citocinas recombinantes na ativação 

dos neutrófilos, as células purificadas (> 99% de pureza) foram estimuladas por 1 

hora com as citocinas recombinantes (IL17 e/ou IL23 - 100 ng/mL de cada). Após 

o estímulo, as células foram coletadas, transferidas para tubos eppendorf de 1,5 

Primer Sequência (5'3') Eficiência 

GAPDH 
F-CCACATCGCTCAGACACCAT 

102,7 
R-GGCAACAATATCCACTTTACCAGAGT 

IL17A 
F-AATCTCCACCGCAATGAGGA 

98,4 
R-ACGTTCCCATCAGCGTTGA 

RORγt 
F-AGAGGGACTCCTTGCCTCTC 

99,7 
R-CAGCATCTGCTCACTTCCAA 

IL-17R 
F-CTACTATGTGGCGGGCATTT 

103,7 
R-TCGGCACTAGCGGTTAAGTT 

CXCR1 
F-TCCTGCCTCACACCTTTGG 

100,9 
R-ACGCAGGGTGAATCCATAGC 

CXCR2 
F-TGCTGTTCTGCTACGGATTCA 

99,7 
R-ATGGCCCGGTGCTTCTG 

CD62L 
F-CAAGATGCAGGCAAATGGA 

97,1 
R-GGCTGGCAAGAAGCTGTGTAA 

CD54 
F-GCCAGGAGACACTGCAGACA 

104,6 
R-TGGCTTTGTCAGAATCACGTT 

MMP-9 
F-ACGCACGACGTCTTCCAGTAC 

102,9 
R-TCCGGGAACTCATGCG 
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mL, centrifugadas (sendo o sobrenadante completamente removido) e as células 

foram lisadas em tampão RIPA (PBS-Igepal (1%)-deoxicolato de sódio (0,5%)-

SDS (0,1%) gelado, acrescido no momento do uso de inibidores de protease 

(aprotinina a 50 KIU/mL, PMSF (phenylmethanesulfonyl fluoride) a 100µg/mL e 

ortovanadato de sódio – Na3VO4 a 1mM) e de inibidores de fosfatase 

(Phosphatase Inhibitor Cocktail 2  - Sigma). Após 30 minutos de incubação em 

gelo, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 10.000 g a 4°C para a 

remoção dos restos celulares e o sobrenadante transferido para outro tubo. Após 

esse procedimento, a quantidade de proteína obtida em cada amostra foi avaliada 

pelo método de Lowry conforme instruções do fabricante do reagente (BioAgency). 

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

 

3.17.2.  SDS-PAGE e western-blotting 

 Para a separação das frações protéicas dos lisados de células obtidos 

conforme descrito acima, os mesmos foram submetidos a uma eletroforese em gel 

de poliacrilamida-bisacrilamida (10% - 0,75mm de espessura) na presença de 

SDS. Em cada poço foram aplicados 50 µg de proteína total. Antes da eletroforese 

os lisados foram diluídos para a concentração de uso em tampão de amostra 

(Tris-HCl pH 6,8-glicerol (25%)-SDS (0,5%)-azul de bromofenol-mercaptoetanol 

(10%)) e desnaturados por aquecimento em banho-maria a 99°C por 5 minutos. 

Cada um dos lisados foi aplicado em um poço diferente e submetido à eletroforese 

em cuba vertical (BioRad), à voltagem constante de 100V, por aproximadamente 

90 minutos. Para a determinação do peso molecular das bandas marcadas no 
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imunoblot foi utilizado um padrão de peso molecular, reconhecido pelo anticorpo 

secundário utilizado na técnica (Cruz Marker – Santa Cruz). Após a eletroforese, 

os géis foram utilizados para a transferência (western-blotting) das frações 

protéicas para membranas de PVDF – (Polyvinylidenefluoride - poros de 0,22µm – 

Bio Rad) por meio de eletroforese em voltagem constante de 100 V por 1 hora. 

Após a transferência as membranas foram armazenadas a -20°C até o momento 

do uso. 

 

3.17.3.  Imunoblot 

 Após os procedimentos descritos acima, as membranas foram submetidas 

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

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

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

Tris (TBS) adicionada de 1% (peso/volume) de BSA e 0,05% de Tween 20. Após 

lavagem as membranas foram incubadas por uma noite com anticorpos contra 

proteínas fosforiladas (anti-pERK, anti-pp38 ou anti-pJNK) diluídos em TBS-

Tween-20 (0,05%)-BSA 1%, sob agitação constante. Após a incubação as 

membranas foram transferidas para cassetes plásticos e a reação foi realizada no 

equipamento Snap-ID (Millipore). As membranas foram lavadas e foi adicionado o 

anticorpo secundário conjugado a peroxidase (Santa Cruz Biotechnology) diluído 

em TBS-T-BSA por 60 minutos a temperatura ambiente. As membranas foram 

então lavadas e mergulhadas em solução contendo Luminol (Santa Cruz 

Biotechnology) por 1 minuto, após o qual o excesso de tampão foi retirado. Após a 
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revelação, as membranas foram fotografadas e analisadas por equipamento 

específico para análise de quimioluminescência (ImageQuant 350 GE Life 

Science). A avaliação da formação de bandas específicas foi realizada após a 

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

anticorpos fosforilados foi realizada a remoção dos anticorpos da primeira reação 

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

10% SDS e 1% v/v de Tween 20 (pH 2,2) por 10 minutos cada a temperatura 

ambiente, seguidas por lavagens em PBS e TBS contendo 0,05% Tween 20. Após 

as lavagens as membranas foram novamente incubadas com o tampão de 

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

fosforiladas (anti-ERK, anti-p38 ou anti-JNK). Após essa etapa e novo “stripping” 

as membranas foram submetidas à nova marcação para detecção de actina 

(controle endógeno) com o intuito de garantir maior precisão na análise dos 

resultados obtidos. As etapas de incubação com anticorpo secundário e revelação 

foram idênticas as descritas para as proteínas fosforiladas.  

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

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

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

Sciences), por meio da estimativa do volume (em pixels) da banda obtida com o 

anticorpo anti-proteína fosforilada. 

 

3.18. Análise estatística 

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

paramétricos, os mesmos foram primeiramente avaliados pelo teste estatístico de 
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Kolmogorof-Smirnoff, o qual demonstrou que os dados apresentavam distribuição 

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

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

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

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

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

Student. Foram considerados significativos resultados com p ≤ 0,05. 





76 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



77 

 

4. RESULTADOS   

4.1. Análise da cinética de expressão do RNAm para IL-17 e RORγt por 

células mononucleares do sangue periférico (CMSP) de pacientes com 

paracoccidioidomicose (FA e FJ) e controles por qRT-PCR. 

 Em um primeiro momento decidimos analisar a cinética de produção do 

RNAm para IL-17 e RORγt (o fator de transcrição característico de células Th17) 

por células mononucleares do sangue periférico (CMSPs) de pacientes 

apresentando a forma adulta (FA) ou juvenil (FJ) da PCM após o estímulo com 

PHA (figura 4.1). Os resultados da análise da cinética de expressão do RNAm 

para IL-17 demonstrou diferenças marcantes entre os grupos analisados (FA e FJ 

da PCM e controles). Células de pacientes com a FA da PCM apresentaram maior 

expressão quando comparadas às células dos dois outros grupos, atingindo pico 

de produção após 3 horas de estímulo, que permaneceu elevada até 12 horas, 

após esse período os  níveis foram similares (figura 4.1A).  

 A análise da expressão do RNAm para Rorc (RORγt) demonstrou que 

existe uma produção mais heterogênea, contudo, pudemos observar que a maior 

expressão ocorre em células de pacientes com a FA da paracoccidioidomicose, 

tanto em células não estimuladas como após o estímulo (figura 4.1B). 
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Figura 4.1: Quantificação relativa da expressão do RNAm para IL-17A (A) e 

RORγt (RORc - B) por células mononucleares do sangue periférico de indivíduos 

com paracoccidioidomicose ativa (forma adulta – FA e forma juvenil - FJ) e 

controles (C) não estimulados (0) e estimulados por 3, 6, 12, 24 e 48 horas com 

PHA (10µg/mL). Resultados expressos como média ± SEM. Análise estatística: 

ANOVA com pós-teste de Tukey:  * p≤0.05 em relação às CMSPs dos grupos 

controle (C) e pacientes com a FJ; # p≤0.05 em relação às CMSPs de indivíduos 

controle (C). 

 

4.2. Análise da produção de IL-17 no sobrenadante de cultura de CMSPs de 

pacientes com paracoccidioidomicose (FA e FJ) e controles 

 Em relação à produção de IL-17, nossos resultados demonstraram que 

células de pacientes com a FA apresentam uma maior produção dessa citocina 

em relação aos outros grupos analisados (figura 4.2). 
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Figura 4.2: Avaliação da 

produção de IL-17 por 

células mononucleares do 

sangue periférico de 

pacientes com PCM ativa 

(forma adulta – FA - n=25 e 

forma juvenil – FJ - n = 8) e 

de controles (C - n = 21). A 

dosagem de IL-17 foi 

realizada por ELISA (DuoSet 

– R&D System) em sobrenadantes de cultura de CMSP estimuladas por 24 horas 

com PHA (10µg/mL). Teste estatístico: ANOVA, com pós-teste de Tukey. * p≤0,05 

em relação às células de pacientes com a FA da PCM. 

 

4.3. Análise da expressão de IL-17 em biópsias de lesões de pacientes com 

paracoccidioidomicose (FA e FJ)  

 Como pode ser observado nas micrografias abaixo, a análise por imuno-

histoquímica das lesões de mucosas (FA - figuras 4.3A e B) e de linfonodos (FJ - 

figura 4.3C e D) demonstrou que em ambas as formas clínicas da PCM foi 

possível detectar a presença de células produtoras de IL-17. Embora os tecidos 

analisados nas duas formas clínicas sejam diferentes (mucosa-oral e linfonodos), 

não permitindo dessa forma uma comparação quantitativa direta, o número de 

células produtoras dessa citocina foi aparentemente maior nas lesões de mucosa 

(FA). Além disso, foi possível observar que nas lesões de pacientes com a FA 

(lesões de mucosa) diversos tipos celulares foram positivos para IL-17 (linfócitos, 

células epiteliais, macrófagos e élulas gigantes), enquanto que nas lesões de 
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4.4. Análise da presença de neutrófilos em lesões de pacientes com a FA e 

FJ da paracoccidioidomicose 

 Como mencionado, a IL-17 atua principalmente por meio da ativação de 

neutrófilos e a atração dessas células para os locais de infecção. Por meio da 

análise imuno-histoquímica, pudemos observar que em grande parte das biópsias 

de mucosa oral de pacientes com a FA da PCM há um grande infiltrado 

inflamatório, muitas vezes com a presença de abscessos compostos por 

neutrófilos (células CD15+ - figura 4.4A). Também foi possível observar que esses 

abscessos ocorrem em locais onde há grande número de leveduras de P. 

brasiliensis, com a ocorrência de áreas de necrose (figura 4.4B). Nas lesões de 

linfonodo de pacientes com a FJ, também observamos a presença de neutrófilos, 

porém em número menor, em áreas esparsas ao redor de regiões ricas em células 

leveduriformes de P. brasiliensis (figura 4.4C). 
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paracoccidioidomicose. Por esse motivo, no restante do trabalho utilizamos células 

obtidas de pacientes apresentando essa forma clínica da doença. 

 

4.5. Análise da expressão (RNAm e proteína) dos receptores IL17RA e IL23R 

por neutrófilos. 

 Devido ao fato de termos observado que lesões de pacientes com a FA da 

PCM apresentam um infiltrado com grande número de neutrófilos e grande 

produção de IL17A, decidimos analisar a expressão dos receptores de IL-17 

(IL17RA) e IL-23 (IL-23R) pelos neutrófilos, não tratados e após o estímulo com as 

citocinas recombinantes. 

 Quando analisamos a expressão relativa do RNAm para o receptor de IL-17 

(IL17RA) observamos que o tratamento com IL-17 ou IL-23 isoladamente aumenta 

a quantidade de RNAm nas células, e que o tratamento com as duas citocinas 

recombinantes associadas apresentou um efeito sinérgico na expressão desse 

RNAm (figura 4.5).  

 

 

 

 

 

 

 

 
0

2

4

6

8

10

*
# *

#

*

SE          IL17          IL23     IL17+IL23

IL
17

R
A

 (
R

N
A

m
)

E
xp

re
ss

ão
 r

el
at

iv
a



84 

 

Figura 4.5 (página anterior): Quantificação relativa da expressão do RNAm para 

IL17RA em neutrófilos de indivíduos com paracoccidioidomicose ativa (FA - n=10) 

após 4 horas de cultura sem estímulo (SE) ou tratadas com IL-17 (100ng/mL) e IL-

23 (100ng/mL) isoladamente ou em combinação. Teste estatístico: Teste 

estatístico: ANOVA para amostras repetidas, com pós-teste de Tukey. * p≤0,05 em 

relação às células não estimuladas; # p≤0,05 em relação às células estimuladas 

com IL17+IL23. 

 

 Em relação à expressão do IL17R nos neutrófilos pudemos observar que 

praticamente 100% das células expressam esse receptor tanto em células de 

pacientes com PCM, quanto de indivíduos do grupo controle, e que o tratamento 

com as citocinas recombinantes não altera esse perfil (dados não mostrados). 

Entretanto, quando analisamos a intensidade média de fluorescência para este 

receptor (MFI - relacionado ao número de moléculas expressas por cada célula 

individualmente), pudemos observar que o tratamento com IL-17 e/ou IL-23 leva à 

um aumento da expressão desse receptor nas células de pacientes e de controles 

(figura 4.6). É evidente também que a IL-23 tem um efeito superior em relação à 

IL-17, e que o tratamento com as duas citocinas combinadas apresenta um efeito 

sinérgico (figura 4.6A).  

 Quando comparamos a expressão desse receptor nos neutrófilos de 

pacientes com PCM e de indivíduos do grupo controle, observamos que esse 

receptor é mais expresso por células de pacientes, mesmo em neutrófilos não 

estimulados, e que após 4 horas de estimulação a expressão também foi maior 

nas células de pacientes (figura 4.6A), embora os níveis entre os dois grupos 

passem a ser similares após 24 horas de estímulo (figura 4.6B).  
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 Em relação ao estímulo com IFN-γ não observamos aumento significativo 

na expressão (exceto em neutrófilos do grupo controle após 4 horas de estímulo) 

(figura 4.6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.6: Análise por citometria de fluxo da intensidade média de fluorescência 
para a marcação com IL17R em neutrófilos de indivíduos com a FA da PCM (n=8) 
ou indivíduos do grupo controle (n=6). Os neutrófilos foram mantidos sem estímulo 
(SE) ou estimulados por 4 horas (A) ou 24 horas (B) com IL-17 (100ng/mL) e/ou 

IL-23 (100ng/mL), e com IFN-γ (100ng/mL). Testes estatísticos - comparação 
entre os diferentes tratamentos dentro de um mesmo grupo: ANOVA para 
amostras repetidas, com pós-teste de Tukey. * p≤0,05 em rela ção às células não 

estimuladas; ∆ p≤0,05 em relação às células estimuladas com IL17+IL23; & 
p≤0,05 em relação às células estimuladas com IL17; φ p≤0,05 em relação às 
células estimuladas com IFN-γ. Comparação entre os grupos: teste t : # p≤0,05 
em relação às células dos indivíduos do grupo controle submetidas às mesmas 
condições. 
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 Também avaliamos a expressão do RNAm para o receptor da IL-23 (IL23R) 

nos neutrófilos. Apesar de termos testado 3 pares de "primers" diferentes nas 

reações de qRT-PCR, com nenhum deles obtivemos resultados satisfatórios em 

relação à especificidade (dados não mostrados). Acreditamos que esta dificuldade 

esteja relacionada à existência de diversas variantes no RNAm para este receptor. 

Dessa forma não foram realizados experimentos quanto à expressão desse 

RNAm. 

 Apesar de não termos analisado a expressão do RNAm, a análise por 

citometria de fluxo mostrou que os neutrófilos expressam o receptor para IL-23, 

embora em pequena quantidade. Os resultados também demonstraram uma maior 

variação na expressão desse receptor, mas pudemos observar que uma maior 

porcentagem de neutrófilos do grupo de pacientes com PCM expressam o IL23R 

em relação às células de indivíduos do grupo controle, tanto em células não 

estimuladas quanto após 4 ou 24 horas de estímulo (figura 4.7). Também 

pudemos observar que o tratamento com IL-17 aumenta de maneira mais efetiva a 

frequência de células que expressam esse receptor, dados observados 

principalmente nos neutrófilos de pacientes (figura 4.7A). Não observamos 

contudo efeito sinérgico nos tratamentos, nem aumento de expressão quando as 

células foram tratadas com IFN−γ. 
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Figura 4.7: Análise por citometria de fluxo da porcentagem de neutrófilos IL23R+ 

de indivíduos com a FA da PCM (n=8) ou indivíduos do grupo controle (n=6). Os 

neutrófilos foram mantidos sem estímulo (SE) ou estimulados por 4 horas (A) ou 

24 horas (B) com IL-17 (100ng/mL) e/ou IL-23 (100ng/mL), e com IFN-γ 

(100ng/mL). Testes estatísticos - comparação entre os diferentes tratamentos 

dentro de um mesmo grupo: ANOVA para amostras repetidas, com pós-teste de 

Tukey. * p≤0,05 em relação às células não estimuladas; ∆ p≤0,05 em relação às 

células estimuladas com IL-17+IL-23; & p≤0,05 em relação às células estimuladas 

com IL-17; φ p≤0,05 em relação às células estimuladas com IFN-γ.  Comparação 

entre os grupos: teste t : # p≤0,05 em relação às células dos indivíduos do grupo 

controle submetidas às mesmas condições. 
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4.6.  Análise do efeito do tratamento com IL-17 e/ou IL-23 sobre a ativação 

dos neutrófilos. 

 Ainda é controverso se a IL-17 e a IL-23 apresentam efeito direto sobre os 

neutrófilos ou se agem de maneira indireta. Para avaliarmos se o tratamento com 

IL-17 e/ou IL-23 apresenta efeito direto na ativação dos neutrófilos realizamos 

alguns experimentos com neutrófilos altamente purificados (>99% de pureza). 

Nesses experimentos analisamos a fosforilação de proteínas intracelulares 

envolvidas na sinalização dos receptores de IL17 (IL17RA) e IL-23 (IL23R). Os 

neutrófilos foram estimulados por 1 hora com as citocinas recombinantes, e 

analisados quanto à fosforilação das proteínas ERK 1/2, JNK 1/2 e p38.  

 Como pode ser observado na figura abaixo (figura 4.8) neutrófilos tratados 

com IL-17 e/ou IL-23 apresentam fosforilação das proteínas ERK 1/2, JNK 1/2 e 

p38, sendo mais evidente a fosforilação da tirosina quinase ERK 1/2. Dessa forma 

podemos concluir que o tratamento com IL-17 e/ou IL-23 apresenta ação direta 

sobre os neutrófilos. 
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Figura 4.8: Análise da fosforilação das proteína ERK 1/2, JNK 1/2 e p38 em 

neutrófilos altamente purificados de indivíduos controle, após 1 hora de tratamento 

com as citocinas recombinantes IL17A e/ou IL23 (100 ng/mL de cada). A - 

Imagem representativa dos resultados obtidos, após 1 hora de tratamento: linha 1 

= células sem estímulo, 2= células tratadas com IL-17, 3= células tratadas com IL-

23, 4 = células tratadas com IL17+IL23. B a D – Análise semi-quantitativa da 

intensidade das bandas de p-ERK1/2 (B), p-JNK (C) e p-p38 (D). Os resultados 

estão expressos como média ± SEM do volume da banda obtida em três 

experimentos independentes. Teste estatístico: ANOVA para amostras repetidas, 

com pós-teste de Tukey. * p≤0,05 em relação às células não estimuladas. 
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4.7. Análise da expressão (RNAm e proteína) de moléculas de adesão 

(CD54/ICAM-1 e CD62L) por neutrófilos 

 A expressão do RNAm para as moléculas de adesão (CD62L e CD54) 

aumentou significativamente após o tratamento com IL-17 e IL-23 (figura 4.9). O 

efeito sinérgico das duas citocinas foi mais evidente sobre a expressão da 

selectina CD62L (figura 4.9B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.9: Quantificação relativa da expressão do RNAm para CD54 (ICAM-1 - 

A) e CD62L (B) em neutrófilos de indivíduos com paracoccidioidomicose ativa (FA 

- n=10) após 4 horas de cultura sem estímulo (SE) ou tratadas com IL-17 

(100ng/mL) e IL-23 (100ng/mL) isoladamente ou em combinação. Teste 

estatístico: ANOVA para amostras repetidas, com pós-teste de Tukey. * p≤0,05 em 

relação às células não estimuladas; # p≤0,05 em relação às células estimuladas 

com IL-17+IL-23. 
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IL-17 e/ou IL-23, leva a um aumento da porcentagem de células que expressam 

tanto CD54 quanto CD62L, nos dois grupos analisados. Também observamos um 

efeito superior do tratamento com IL-17 em relação ao tratamento com IL-23 no 

aumento da frequência de neutrófilos CD54+ de pacientes (figura 4.10). Também 

foi possível notar que as maiores diferenças foram detectadas após 24 horas de 

estímulo em relação ao CD54 (figura 4.10), e após 4 horas de estímulo em relação 

ao CD62L (figura 4.11). 
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Figura 4.10 (página anterior): Análise por citometria de fluxo da porcentagem de 

neutrófilos CD54+ de indivíduos com a FA da PCM (n=8) ou indivíduos do grupo 

controle (n=6). Os neutrófilos foram mantidos sem estímulo (SE) ou estimulados 

por 4 horas (A) ou 24 horas (B) com IL-17 (100ng/mL) e/ou IL-23 (100ng/mL), e 

com IFN-γ (100ng/mL). Testes estatísticos - comparação entre os diferentes 

tratamentos dentro de um mesmo grupo: ANOVA para amostras repetidas, com 

pós-teste de Tukey. * p≤0,05 em relação às células não estimuladas; ∆ p≤0,05 em 

relação às células estimuladas com IL17+IL23; & p≤0,05 em relação à s células 

estimuladas com IL17; φ p≤0,05 em relação às células estimuladas com IFN-γ. 

Comparação entre os grupos: teste t: não foram observadas diferenças 

estatísticas. 
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Figura 4.11 (página anterior): Análise por citometria de fluxo da porcentagem de 

neutrófilos CD62L+ de indivíduos com a FA da PCM (n=8) ou indivíduos do grupo 

controle (n=6). Os neutrófilos foram mantidos sem estímulo (SE) ou estimulados 

por 4 horas (A) ou 24 horas (B) com IL-17 (100ng/mL) e/ou IL-23 (100ng/mL), e 

com IFN-γ (100ng/mL). Testes estatísticos - comparação entre os diferentes 

tratamentos dentro de um mesmo grupo: ANOVA para amostras repetidas, com 

pós-teste de Tukey. * p≤0,05 em relação às células não estimuladas. 

Comparação entre os grupos: teste t: não foram observadas diferenças 

estatísticas. 

 

4.8. Análise do efeito do tratamento com citocinas (IL17, IL23 e IFN−γ) sobre a 

adesão de neutrófilos em células endoteliais. 

 Como pode ser observado nos experimentos descritos acima, neutrófilos 

estimulados com IL-17 e/ou IL-23 (principalmente a IL-17) aumentam a expressão 

de moléculas de adesão em sua superfície. Dessa maneira, decidimos investigar 

se o estímulo com IL-17 leva a um aumento na capacidade de adesão desses 

neutrófilos em células endoteliais, uma vez que essa etapa é crucial para a 

migração dos neutrófilos da corrente sanguínea para os tecidos infectados. 

Utilizamos nesses experimentos uma linhagem de células endoteliais pulmonares 

humanas (HLEC - "Human Lung Endothelial Cells"), uma vez que os pulmões são 

os principais órgãos afetados pela PCM. 

 Como a adesão de células no endotélio também dependem da expressão 

de moléculas de adesão por essas células, em um primeiro momento avaliamos 

por citometria de fluxo a expressão de algumas moléculas de adesão nas células 

HLEC, não estimuladas e após o estímulo com citocinas recombinantes (IL17 e/ou 

IL23 e IFN-γ). Pudemos observar que as células HLEC apresentam 
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constitutivamente uma alta expressão das moléculas de adesão CD54 (ICAM-1) e 

CD62P, e uma baixa expressão de outras moléculas (CD62E, CD11a, CD11b,  

CD106) (figura 4.12). 

 Após o estímulo (por 24 horas) com IL17 e/ou IL23, assim como o estímulo 

com IFN-γ houve um aumento da freqüência de células expressando todas as 

moléculas analisadas (figura 4.12). Dessa forma decidimos, para os ensaios de 

adesão, estimular as células endoteliais com as três citocinas. 
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Figura 4.12 (página anterior): Análise por citometria de fluxo da porcentagem de 

células HLEC CD54+ (A), CD62P+ (B),  CD62E+ (C), CD11a+ (D), CD11b+ (E) ou  

CD106+ (F). As células foram mantidas sem estímulo (SE) ou estimulados por 24 

horas com IL-17 (100ng/mL) e/ou IL-23 (100ng/mL), e com IFN−γ (100ng/mL). Os 

gráficos representam um de 3 experimentos realizados independentemente. 

 

 Os ensaios de adesão foram realizados utilizando-se duas metodologias 

para quantificar o número de neutrófilos aderidos: a imunofluorescência e a 

liberação de cromo.  

 Pudemos observar que neutrófilos, mesmo não estimulados, são capazes 

de aderir às células endoteliais também não estimuladas. Contudo, quando as 

células endoteliais foram estimuladas com citocinas recombinantes, o número de 

neutrófilos aderidos foi superior (mesmo o de neutrófilos não estimulados). É 

interessante notar que células endoteliais estimuladas com IL-23 proporcionaram 

uma adesão um pouco superior às células endoteliais estimuladas com IL-17, e 

que o estímulo com IFN-γ foi o mais efetivo (figuras 4.13 a 4.16). Além disso, 

quando realizamos os experimentos utilizando as células endoteliais estimuladas 

com diferentes citocinas e os neutrófilos estimulados com IL17, observamos um 

efeito adicional na adesão das células (figura 4.15B). 
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Figura 4.15: Quantificação do número de neutrófilos aderidos por campo 

observados nos ensaios de adesão analisados por imunofluorescência. Neutrófilos 

de indivíduos controle (n=6) foram mantidos sem estímulo ou estimulados com 

IL17 (100ng/mL) por 24 horas. As células endoteliais (HLEC) foram estimuladas 

com diferentes citocinas  (IL17, IL23 e IFN-γ) por 24 horas. Os neutrófilos foram 

incubados sobre as células HLEC por 1 hora. Os dados estão expressos como 

média ± SEM do número de neutrófilos observados em 3 campos diferentes em 

cada condição.  Testes estatísticos - A) ANOVA para amostras repetidas, com 

pós-teste de Tukey. Os colchetes representam p≤0,05 entre os diferentes 

tratamentos. B) Teste t: Os colchetes representam p≤0,05 entre os experimentos 

realizados com neutrófilos não estimulados ou estimulados com IL17.  
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Figura 4.16: Quantificação do número de neutrófilos aderidos observados nos 

ensaios de adesão analisados por liberação de cromo. Neutrófilos de indivíduos 

controle (n=5) foram mantidos sem estímulo ou estimulados com IL17 (100ng/mL) 

por 24 horas. As células endoteliais (HLEC) foram estimuladas com diferentes 

citocinas  (IL17, IL23 e IFN−γ) por 24 horas. Os neutrófilos foram então pulsados 

com cromato de sódio e incubados sobre as células HLEC por 1 hora. Os dados 

estão expressos como média ± SEM do número de neutrófilos quantificados 

utilizando-se uma curva padrão com um número conhecido de neutrófilos 

marcados.  Teste estatístico: ANOVA para amostras repetidas, com pós-teste de 

Tukey. Os colchetes representam p≤0,05 entre os diferentes tratamentos.  

 

4.9. Análise da expressão (RNAm e proteína) dos receptores de quimiocina 

CXCR1 e CXCR2 por neutrófilos. 

 A análise quantitativa da expressão dos RNAs mensageiros para os 
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citocinas associadas apresentam efeito sinérgico sobre a expressão dos RNAs 

para os receptores de IL-8 nos neutrófilos (figura 4.17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.17: Quantificação relativa da expressão do RNAm para CXCR1 (A) e 

CXCR2 (B) em neutrófilos de indivíduos com paracoccidioidomicose ativa (FA - 

n=10) após 4 horas de cultura sem estímulo (SE) ou tratadas com IL-17 

(100ng/mL) e IL-23 (100ng/mL) isoladamente ou em combinação. Teste 

estatístico: ANOVA para amostras repetidas, com pós-teste de Tukey. * p≤0,05 em 

relação às células não estimuladas; # p≤0,05 em relação às células estimuladas 

com IL17+IL23. 
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 Na figura 4.18 é possível observar que o tratamento com IL17 e/ou IL23 

(por 4 e 24 horas) levou a um aumento na porcentagem de neutrófilos 

expressando o receptor CXCR1, tanto no grupo de indivíduos controle, quanto no 

de pacientes com PCM. É interessante notar que o estímulo com IL23 só teve 

efeito sobre os neutrófilos de pacientes com PCM após 24 horas (figura 4.18B), e 

que há uma maior porcentagem de neutrófilos de pacientes com PCM 

expressando esse receptor após 4 horas de estímulo (figura 4.18A). Contudo, não 

observamos efeito sinérgico entre as citocinas, tampouco o estímulo com IFN-γ 

apresentou efeito sobre a expressão desse receptor.  
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Figura 4.18 (página anterior): Análise por citometria de fluxo da porcentagem de 

neutrófilos CXCR1+ de indivíduos com a FA da PCM (n=8) ou indivíduos do grupo 

controle (n=6). Os neutrófilos foram mantidos sem estímulo (SE) ou estimulados 

por 4 horas (A) ou 24 horas (B) com IL-17 (100ng/mL) e/ou IL-23 (100ng/mL), e 

com IFN-γ (100ng/mL). Testes estatísticos - comparação entre os diferentes 

tratamentos dentro de um mesmo grupo: ANOVA para amostras repetidas, com 

pós-teste de Tukey. * p≤0,05 em relação às células não estimuladas; ∆ p≤0,05 em 

relação às células estimuladas com IL17+IL23; & p≤0,05 em relação às células 

estimuladas com IL17; φ p≤0,05 em relação às células estimuladas com IFN-γ.  

Comparação entre os grupos: teste t : # p≤0,05 em relação às células dos 

indivíduos do grupo controle submetidas às mesmas condições. 

 

 Em relação à expressão do CXCR2, observamos que após 4 horas de 

estímulo com IL17 e/ou IL23 e com IFN-γ (figura 4.19A) ocorre um aumento na 

porcentagem de neutrófilos de pacientes e de indivíduos do grupo controle 

positivos para CXCR2, sem contudo haver diferenças entre os estímulos ou efeito 

sinérgico. 

 Também podemos observar que após 24 horas, a porcentagem de 

neutrófilos CXCR2+ no grupo controle foi igual em todas as condições analisadas, 

enquanto que no grupo de pacientes com PCM as diferenças se mantiveram 

(figura 4.19B).  
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Figura 4.19: Análise por citometria de fluxo da porcentagem de neutrófilos 

CXCR2+ de indivíduos com a FA da PCM (n=8) ou indivíduos do grupo controle 

(n=6). Os neutrófilos foram mantidos sem estímulo (SE) ou estimulados por 4 

horas (A) ou 24 horas (B) com IL-17 (100ng/mL) e/ou IL-23 (100ng/mL), e com 

IFN-γ (100ng/mL). Testes estatísticos - comparação entre os diferentes 

tratamentos dentro de um mesmo grupo: ANOVA para amostras repetidas, com 

pós-teste de Tukey. . * p≤0,05 em relação às células não estimuladas; ∆ p≤0,05 

em relação às células estimuladas com IL17+IL23; & p≤0,05 em relação às células 

estimuladas com IL17; φ p≤0,05 em relação às células estimuladas com IFN-γ.  

Comparação entre os grupos: teste t : # p≤0,05 em relação às células dos 

indivíduos do grupo controle submetidas às mesmas condições. 
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4.11. Análise da capacidade migratória de neutrófilos tratados com IL-17 

e/ou IL-23 em resposta a CXCL8. 

 Realizamos em seguida um ensaio de migração no qual foram utilizadas 

diferentes concentrações de CXCL8. Como pode ser observado na figura abaixo 

(figura 4.21) o tratamento com IL-17 e com IL-23 (isoladas ou em combinação) 

levou a um aumento no número de neutrófilos que migram em resposta à 

presença de CXCL8. É interessante notar que as células tratadas com as duas 

citocinas combinadas, mesmo na ausência de CXCL8, apresentaram capacidade 

migratória superior aos outros estímulos utilizados. 

 

Figura 4.21: Análise 

da capacidade 

migratória de 

neutrófilos estimulados 

com IL-17 e/ou IL-23 

em resposta à CXCL8. 

Neutrófilos de 

indivíduos controle 

(n=7) foram mantidos 

sem estímulo (SE) ou 

estimulados por 24 

horas com IL-17 

(100ng/mL) e IL-23 (100ng/mL). As células foram então incubadas (4 horas) na 

presença de diferentes concentrações de CXCL8 (0 a 20 ng/mL). Os dados 

apresentados como média SEM do número de células/mL de meio. Teste 

estatístico: ANOVA para amostras repetidas, com pós-teste de Tukey. * p≤0,05 em 

relação às células não estimuladas ou estimuladas com IL-17 ou IL-23; # p≤0,05 

em relação às células estimuladas com IL-17, IL-23 ou IL17+IL23. 
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4.12. Análise do efeito da IL-17, IL-23 e IFN−γ sobre a capacidade fungicida 

de neutrófilos. 

 Para analisar o efeito do tratamento com IL-17 e/ou IL-23 e IFN-γ sobre a 

capacidade fungicida de neutrófilos, as células obtidas de pacientes com PCM 

ativa ou de controles normais foram tratadas com as citocinas recombinantes por 

4 horas e por 24 horas. Observamos que o tratamento com IL-17 e IL-23 

apresenta um efeito supressor na capacidade fungicida dos neutrófilos de ambos 

os grupos. Este efeito foi observado tanto após 4 horas quanto após 24 horas de 

tratamento, e também em relação às duas cepas de P. brasiliensis utilizadas 

(figura 4.22). Pudemos observar que o tratamento combinado com IL-17 e IL-23 

apresentou um efeito sinérgico na redução da atividade fungicida contra as cepas 

Pb18 e Pb265 (após 4 horas e 24 horas respectivamente). Também observamos 

que o tratamento com IL-17 teve efeito supressor superior ao efeito da IL-23, 

sobre a capacidade fungicida contra a cepa avirulenta (Pb265) após 24 horas de 

estímulo. O tratamento com IFN-γ, ao contrário, aumentou a capacidade fungicida 

tanto contra a cepa Pb18 quanto contra a cepa Pb265. 

 A comparação entre a capacidade fungicida dos neutrófilos nos dois grupos 

(controles e pacientes), demonstrou que células de indivíduos controle 

apresentaram maior atividade contra as duas cepas do fungo (figura 4.22) 
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Figura 4.22: Análise da atividade fungicida de neutrófilos de controles normais e 

pacientes com PCM. Número de CFUs / mL de sobrenadante obtidas após co-

culturas (4 horas e 24 horas) de células leveduriformes da cepa Pb18 (A) ou 

Pb265 (B) de P. brasiliensis (relação leveduras:células de 1:50) e neutrófilos de 

indivíduos com paracoccidioidomicose ativa (FA - n=6) e de controles normais 

(n=7) sem estímulo (S.Est.) ou após tratamento com IL-17 (100ng/mL) e IL-23 

(100ng/mL) isoladamente ou em combinação e com IFN-γ (100ng/mL). Resultados 

expressos como média ± SEM. Teste estatístico: Teste t de Student: colchetes 

representam p ≤0,05 em relação aos dois grupos. ANOVA para amostras 

repetidas, com pós-teste de Tukey, # p≤0,05 em relação às células não 

estimuladas (SE). 
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4.13. Análise da produção de H2O2 por neutrófilos tratados com IL-17, IL-23 

e IFN−γ. 

 Como descrito acima, o tratamento de neutrófilos com citocinas 

recombinantes levou à diminuição (IL17 e/ou IL23) ou ao aumento (IFN-γ) da 

capacidade fungicida de neutrófilos. Para avaliar se esse efeito ocorre devido a 

alterações na capacidade de produção de reativos intermediários de oxigênio, 

analisamos por citometria de fluxo a produção de H2O2 por neutrófilos estimulados 

com as cepas Pb18 e Pb265 de P. brasiliensis ou com PMA (controle positivo) 

após o tratamento com IL-17 ou com IL-23 (ver exemplo de análise na figura 8.2 - 

Apêndice).  

 Como pode ser observado na figura abaixo (figura 4.23), neutrófilos 

estimulados com células leveduriformes de P. brasiliensis são ativados e passam 

a produzir H2O2, não havendo contudo diferenças significativas entre as duas 

cepas analisadas. O estímulo com PMA, como esperado, leva à uma grande 

produção de H2O2 (figura 4.23A e 4.23E). A comparação entre células de 

pacientes e controles mostrou que neutrófilos de pacientes produzem quantidades 

significativamente menores de H2O2 em todas as condições testadas (figura 

4.23A). 

 Em relação ao tratamento com citocinas recombinantes, observamos que 

tanto o tratamento com IL17 como o tratamento com IL23 levou à uma diminuição 

significativa na produção de H2O2 por neutrófilos não estimulados, e por aqueles 

estimulados com as células leveduriformes de P. brasiliensis (dados mais 

facilmente observado nas figuras 4.23B-D). Por outro lado, o tratamento dos 
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neutrófilos com IFN-γ, levou ao aumento dessa produção. O tratamento com 

citocinas, contudo, não interferiu com a produção de H2O2 por células estimuladas 

com PMA (figura 4.23E). 
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Figura 4.23 (pagina anterior): Análise por citometria de fluxo da porcentagem de 

neutrófilos positivos para DHR-123 (Dihidrorodamina). Neutrófilos de indivíduos do 

grupo controle (n=6) ou de pacientes com a FA da PCM (n=5) foram mantidos sem 

tratamento (SE) ou tratados com IL-17 (100ng/mL), IL-23 (100ng/mL) ou IFN-

γ (100ng/mL) por 24 horas, após esse período, foram estimulados com células 

leveduriformes de P. brasiliensis (cepas Pb18 e Pb265) ou com PMA (50ng/mL) 

por 1 hora. Resultados expressos como média ± SEM. Teste estatístico: A) 

Comparação entre diferentes condições em um mesmo grupo: ANOVA para 

amostras repetidas, com pós-teste de Tukey - * p≤0,05 em relação às células não 

estimuladas; # p≤0,05 em relação às células tratadas com PMA. Comparação 

entre os grupos: teste t - colchetes p≤0,05. B-E) ANOVA para amostras 

repetidas, com pós-teste de Tukey - * p≤0,05 em relação às células não 

estimuladas; # p≤0,05 em relação às células tratadas com IFN-γ. 

 

 
4.14. Análise da expressão (RNAm e proteína) de matriz metaloproteinase- 9 

(MMP-9) por neutrófilos. 

 De maneira semelhante ao descrito para os demais RNAs mensageiros, 

pudemos observar que o tratamento com IL-17 e IL-23 também levou ao aumento 

de expressão do RNAm para a MMP-9, assim como houve um efeito sinérgico da 

combinação das duas citocinas (figura 4.24). 
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Figura 4.24: Quantificação relativa da expressão do RNAm para matriz 

metaloproteinase-9 (MMP-9) em neutrófilos de indivíduos com 

paracoccidioidomicose ativa (FA - n=10) após 4 horas de cultura sem estímulo 

(SE) ou tratadas com IL-17 (100ng/mL) e IL-23 (100ng/mL) isoladamente ou em 

combinação. Teste estatístico: ANOVA para amostras repetidas, com pós-teste de 

Tukey. * p≤0,05 em relação às células não estimuladas; # p≤0,05 em relação às 

células estimuladas com IL17+IL23. 

 

 Quanto à produção de matriz metaloproteinase-9 (MMP-9) pelos 

neutrófilos, pudemos observar que o estímulo com IL-17 e IL-23 (isoladas ou em 

combinação) levou ao aumento da produção e secreção dessa enzima nos 

sobrenadantes de culturas (4 horas e 24 horas), tanto por neutrófilos de pacientes 

com PCM, quanto por células de indivíduos do grupo controle (figura 4.25). É 

notável que os neutrófilos de pacientes estimulados ou sem estímulo produzem 

quantidades muito maiores de MMP-9  do que neutrófilos de indivíduos do grupo 

controle, nos dois tempos analisados (figura 4.25). 
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Figura 4.25: Análise da produção de MMP-9 em sobrenadantes de cultura de 

neutrófilos de pacientes com PCM (n=9) ou indivíduos controle (n=7), após 4 

horas (A) ou 24 horas de cultura (B), sem estímulo (SE) ou tratadas com IL-17 

(100ng/mL) e IL-23 (100ng/mL) isoladamente ou em combinação. Testes 

estatísticos - comparação entre os diferentes tratamentos dentro de um 

mesmo grupo: ANOVA para amostras repetidas, com pós-teste de Tukey. . * 

p≤0,05 em relação às células não estimuladas; & p≤0,05 em relação às células 

estimuladas com IL17+IL23.  Comparação entre os grupos: teste t : # p≤0,05 em 

relação às células dos indivíduos do grupo controle submetidas às mesmas 

condições. 
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 Também avaliamos a atividade gelatinolítica da MMP-9 produzida pelos 

neutrófilos estimulados com IL-17 e/ou IL-23 e com IFN-γ. Conforme pode ser 

observado na figura abaixo (figura 4.26), o tratamento com IL-17 e/ou IL-23 

aumentou significativamente a atividade gelatinolítica da MMP-9 produzida por 

neutrófilos. Contudo não observamos diferenças com o estímulo com IFN-γ. Esse 

efeito foi observado tanto em relação à forma de pró-MMP (banda de 92 kDa - 

figura 4.26A), quanto à forma ativa de MMP-9 (banda de aproximadamente 88kDa 

- figura 4.26B). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.26: Análise da atividade gelatinase de MMP-9 produzida por neutrófilos 

após o estímulo com IL-17 e/ou IL-23 ou com IFN-γ. Os neutrófilos de indivíduos 

controle (n=8) foram mantidos sem estímulo (SE) ou estimulados por 24 horas 

com IL-17 (100ng/mL) e/ou IL-23 (100ng/mL), e com IFN-γ (100ng/mL). Após esse 

período as células foram lisadas e o lisado de células submetidos à zimografia 

com descrito em materiais e métodos. Os resultados estão expressos como a área 

das bandas formadas por cada amostra. A) Análise da área das bandas de 92kDA 

(pró-MMP9); B) Análise da área das bandas de 88kDA (MMP9)  Teste estatístico - 

ANOVA para amostras repetidas, com pós-teste de Tukey. * p≤0,05 em relação às 

células não estimuladas. 
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4.15. Análise da produção de IL1-β, IL-6 e TNF-α por neutrófilos estimulados 

com IL17 e/ou IL23 

 Os dados descritos acima demonstram que o tratamento dos neutrófilos 

com IL17 e/ou IL23 aumenta sua capacidade inflamatória (expressão de 

moléculas de adesão e de MMP-9), contudo diminuem sua capacidade fungicida. 

Decidimos então avaliar se neutrófilos estimulados com as citocinas 

recombinantes apresentavam alguma alteração em sua capacidade de produção 

das citocinas inflamatórias IL1-β, IL-6 e TNF-α. A análise dos sobrenadantes de 

cultura por ELISA demonstrou que neutrófilos de pacientes com PCM produzem 

maior quantidade das citocinas inflamatórias, quando comparados a células de 

indivíduos do grupo controle (figuras 4.27 a 4.29), mesmo em células não 

estimuladas. Também observamos que o tratamento com IL17 e/ou IL23 não 

aumentou de maneira significativa a secreção de  IL-1β (figura 4.26) e TNF-α 

(figura 4.28) pelos neutrófilos de pacientes. Contudo, os neutrófilos de indivíduos 

controle após estimulação com IL-17 e/ou IL-23 passaram a produzir maior 

quantidade de IL-1β (figura 4.27), IL-6 (figura 4.28), mas não de TNF-α (figura 

4.29). O estímulo com IL-17 e IL-23 também induziu uma maior produção de IL-6 

pelos neutrófilos de pacientes tanto após 4 horas quanto após 24 horas de 

estímulo (figura 4.28). 
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Figura 4.27: Análise da produção de IL-1β em sobrenadantes de cultura de 

neutrófilos de pacientes com PCM (n=9) ou indivíduos controle (n=7), após 4 

horas (A) ou 24 horas de cultura (B), sem estímulo (SE) ou tratadas com IL-17 

(100ng/mL) e IL-23 (100ng/mL) isoladamente ou em combinação. Testes 

estatísticos - comparação entre os diferentes tratamentos dentro de um 

mesmo grupo: ANOVA para amostras repetidas, com pós-teste de Tukey. . * 

p≤0,05 em relação às células não estimuladas; & p≤0,05 em relação às células 

estimuladas com IL17+IL23.  Comparação entre os grupos: teste t: # p≤0,05 em 

relação às células dos indivíduos do grupo controle submetidas às mesmas 

condições. 
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Figura 4.28: Análise da produção de IL-6 em sobrenadantes de cultura de 

neutrófilos de pacientes com PCM (n=9) ou indivíduos controle (n=7), após 4 

horas (A) ou 24 horas de cultura (B), sem estímulo (SE) ou tratadas com IL-17 

(100ng/mL) e IL-23 (100ng/mL) isoladamente ou em combinação. Testes 

estatísticos - comparação entre os diferentes tratamentos dentro de um 

mesmo grupo: ANOVA para amostras repetidas, com pós-teste de Tukey. . * 

p≤0,05 em relação às células não estimuladas.  Comparação entre os grupos: 

teste t: # p≤0,05 em relação às células dos indivíduos do grupo controle 

submetidas às mesmas condições. 
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Figura 4.29: Análise da produção de TNF-α em sobrenadantes de cultura de 

neutrófilos de pacientes com PCM (n=9) ou indivíduos controle (n=7), após 4 

horas (A) ou 24 horas de cultura (B), sem estímulo (SE) ou tratadas com IL-17 

(100ng/mL) e IL-23 (100ng/mL) isoladamente ou em combinação. Testes 

estatísticos - comparação entre os diferentes tratamentos dentro de um 

mesmo grupo: ANOVA para amostras repetidas, com pós-teste de Tukey. Não 

foram observadas diferenças significativas.  Comparação entre os grupos: teste 

t : # p≤0,05 em relação às células dos indivíduos do grupo controle submetidas às 

mesmas condições. 
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5. DISCUSSÃO  

 Os resultados obtidos nos permitiram confirmar algumas das hipóteses  

levantadas inicialmente. Em relação à produção de IL-17, por meio da análise de 

cinética da produção de RNAm pudemos evidenciar que as células de pacientes 

com a FA apresentaram expressão precoce e sustentada dessa citocina, 

diferentemente do que ocorre nos outros grupos analisados. Além disso, o fator de 

transcrição Rorγt (Rorc) foi expresso em células dos pacientes com a FA não 

estimuladas, com manutenção da expressão em níveis superiores às células de 

pacientes com a FJ ou de controles. Também observamos que CMSP de 

pacientes com a FA produzem e secretam maiores quantidades de IL-17, do que 

os outros grupos de indivíduos analisados. Até recentemente não havia trabalhos 

descrevendo o papel da IL-17 e de citocinas relacionadas às células Th17 na 

Paracoccidioidomicose, contudo em 2011 um trabalho foi publicado por Pagliari e 

colaboradores.descrevendo nas lesões de mucosa e pele de pacientes com a FA 

da PCM um grande número de células produtoras dessa citocina [95], fato 

confirmado em nosso trabalho. 

 Embora os dados encontrados não permitam chegar a conclusões 

definitivas, a resposta Th17 aparentemente predomina nos pacientes com a FA. 

Esses dados, tomados em conjunto com resultados anteriores, parecem indicar 

que na paracoccidioidomicose humana, os diferentes padrões de resposta 

imunológica celular  levem a diferentes manifestações clínicas da doença. Assim, 

a resistência apresentada pelos indivíduos com paracoccidioidomicose-infecção 

seria mediada pelo predomínio de uma resposta Th1; as formas mais graves da 
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doença apresentadas por indivíduos com a forma juvenil, seriam mediadas por 

uma resposta Th2; enquanto que as formas mais brandas mas que apresentam 

resposta inflamatória crônica, característica de pacientes com a forma adulta, 

poderiam apresentar um predomínio da resposta Th17, associada a uma resposta 

Th1. Dessa forma, a resposta Th17 parece ser importante para a contenção da 

doença, uma vez que predomina nas formas mais brandas e localizadas da PCM 

(FA), exercendo um papel semelhante àquele observado em outras infecções 

fúngicas, induzindo uma resposta inflamatória local e  ativando células do sistema 

imunológico inato [61, 96-98]. Entretanto, a produção crônica das citocinas 

associadas a esse tipo de resposta poderia apresentar como "efeito colateral" a 

exacerbação da resposta inflamatória, causando lesão tecidual [54, 99, 100].  

 A participação de células produtoras de IL-17 na resposta imunológica de 

pacientes com a FA pode explicar alguns fatos observados nessa forma da 

doença. Nossos dados também demonstraram que os neutrófilos podem ser 

encontrados em grande número nas lesões de pacientes com a FA da PCM, 

muitas vezes formando abscessos e em áreas apresentando necrose. A análise 

do lavado bronco alveolar de pacientes com a FA apresentando lesões 

pulmonares mostra um aumento do número de neutrófilos [69, 70, 101]. Trabalhos 

anteriores de nosso laboratório demonstraram que CMSP de pacientes com a 

forma adulta da doença, quando estimuladas in vitro, produzem quantidades 

elevadas de IL-12p40/p70, não sendo observado, contudo, aumento na produção 

de IFN-γ [14, 15]. Além disso, estudo realizado por outro grupo com cultura de 

CMSP de pacientes com a forma adulta da PCM também demonstrou produção 
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diminuída dessa citocina, bem como a diminuição de um dos componentes de seu 

receptor, a cadeia IL-12Rβ2 [102]. Essa aparente contradição, talvez possa ser 

explicada quando se leva em consideração as características da IL-12 e das 

citocinas que compõe essa família de moléculas [103]. A IL-12 biologicamente 

ativa (IL-12p70) é uma proteína heterodimérica composta pelas subunidades p40 

e a p35, e apresenta um receptor composto por duas subunidades: IL-12Rβ1 e 

IL12-Rβ2. A subunidade p40 é compartilhada com outra citocina a IL-23 

(composta das subunidades p40 e p19), citocina que também compartilha uma 

das subunidades do receptor da IL-12 (IL-12Rβ1 em conjunto com a subunidade 

IL-23R) [103]. Devido a essa característica, os trabalhos que relatam a 

participação de IL-12 na resposta, tendo como base a detecção de IL-12p40 ou IL-

12p40/p70 devem ser analisados com cautela, e muitas vezes a sua reavaliação 

demonstra que algumas das ações creditadas a IL-12 na verdade são exercidas 

pela IL-23 [104]. A sinalização da IL-23, assim como da IL-12, envolve a ativação 

de proteínas da família Janus quinase (JAK) e STAT, particularmente a JAK2 e 

STATs 1,3 e 5. Além disso, por meio da subunidade IL12Rβ1 e sua associação 

com a tirosina quinase 2 (TYK2), a IL-23 também pode atuar na ativação da via 

das MAP quinases (MAPK), com fosforilação das proteínas ERK 1/2, JNK (1/2) e 

p38, que em última instância atuam sobre o fator de transcrição AP-1 [105, 106]. 

 A IL-23, assim como a IL-12, é produzida principalmente por células 

apresentadoras de antígeno (macrófagos e células dendríticas), apresenta 

atividades pró-inflamatórias, e inicialmente foi apontada como responsável pela 

indução da produção de outras citocinas pró-inflamatórias, em particular a IL-17 
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por linfócitos T [103, 107]. O papel da IL-23 na ativação e manutenção de células 

T que expressam IL-17 ainda permanece controversa. Alguns trabalhos relatam 

que células T CD4+ “naive” não expressam IL23R, consequentemente, entende-se 

que a IL-23 não exerce papel na diferenciação ou produção de IL-17 [108, 109]. 

Por outro lado, outros trabalhos demonstram que a administração de IL-23 mas 

não de IL-12, pode aumentar a expressão e produção de IL17 por células T 

efetoras [110]. Desse modo a IL-23 embora não seja essencial para a 

diferenciação, parece ser importante para a manutenção e sobrevida das células 

Th17 [111, 112]. 

 A IL-17, também  denominada de IL-17A, foi descrita há mais de 10 anos 

[113] e faz parte de uma família de citocinas relacionadas composta de 6 

membros (IL-17A-F), sendo produzida por linfócitos TCD4+, TCD8+ ativados, Tγδ e 

neutrófilos [114, 115]. A IL-17 apresenta atividade inflamatória muito importante, 

principalmente por meio da ativação de macrófagos e outros tipos celulares 

(fibroblastos, células epiteliais e endoteliais) para a produção de citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias como a IL-6, IL-1β, IL-15, IL-18, CXCL9 e CXCL10, 

estando também relacionada ao recrutamento de neutrófilos para o sítio onde é 

produzida, principalmente por meio da indução de grande produção de CXCL8 

[114, 115]. O receptor para IL-17 é composto por duas subunidades: IL17RA de 

baixa afinidade e IL17RC de alta afinidade, e é expresso tanto por células do 

sistema imunológico (linfócitos, macrófagos, células dendríticas, células NK), 

como por células endoteliais e epiteliais. Após a sua ligação com o receptor, a IL-

17 leva à fosforilação de inúmeras proteínas intracelulares (tirosinas-quinase), que 
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em última instância levam a ativação de fatores de transcrição como o NFκB e o 

AP-1. Dentre as tirosinas-quinase fosforiladas após a ligação da IL-17 estão  ERK 

(1/2),  JNK (1/2) e  p38 [106]. Ainda não existe um consenso sobre a atuação 

direta da IL-17 nos neutrófilos, uma vez que essas células aparentemente não 

expressam a subunidade do receptor IL17RC. Contudo, já foi demonstrado que a 

IL-17 é capaz de atenuar os efeitos do GM-CSF [116] e aumentar a capacidade 

bactericida das células contra Peneumococcus sp. [117]. Neste trabalho, utilizando 

neutrófilos altamente purificados (>99% de pureza) demonstramos que o 

tratamento com IL-17, e também com  IL-23, leva à fosforilação de proteínas 

intracelulares envolvidas na sinalização dos receptores da IL-17 e da IL-23.  

 Dentre os resultados encontrados em nosso trabalho, podemos destacar o 

fato de que o tratamento de neutrófilos com IL-17 e com IL-23 teve efeito 

supressor na atividade fungicida de neutrófilos, tanto para a cepa virulenta como 

para a cepa avirulenta do P. brasiliensis (Pb18 e Pb265 respectivamente). Esses 

resultados são similares àqueles encontrados por Zelante et al. (2007) em um 

estudo onde foi avaliada a resposta à infecção experimental por Candida albicans 

e Aspergillus fumigatus. Esses pesquisadores demonstraram que a presença de 

IL-17, leva a uma diminuição da capacidade fungicida dos neutrófilos, relacionada 

à diminuição da capacidade de produção de reativos intermediários de oxigênio 

[54, 100]. Nossos dados também demonstraram que a IL-17 e a IL-23 diminuem a 

capacidade de produção de H2O2 por neutrófilos estimulados com células 

leveduriformes de P. brasiliensis. Na paracoccidioidomicose humana, estudos 

realizados in vitro indicam que neutrófilos de pacientes com 
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paracoccidioidomicose ativa e de camundongos suscetíveis à infecção 

apresentam capacidade fungicida contra células do fungo diminuídas, em relação 

a indivíduos normais ou aos camundongos resistentes. Essa característica 

também está associada com a diminuição na capacidade de produção de reativos 

intermediários de oxigênio como o peróxido de hidrogênio [87, 118, 119].  

 Outro fato interessante observado foi o de que apesar de apresentarem 

capacidade fungicida diminuída, os neutrófilos estimulados com IL-17 e IL-23 

apresentaram um aumento expressivo na produção do RNAm para os receptores 

de IL-8 (CXCR1 e CXCR2), também refletindo em uma maior expressão desses 

receptores na superfície das células, ao lado do aumento da expressão de 

moléculas de adesão (CD54 e CD62L – RNAm e proteína). Essa expressão 

aumentada pode contribuir para uma maior capacidade de migração desse tipo 

celular em resposta à produção de IL-8 (CXCL8) para os locais de infecção onde 

podem eventualmente contribuir para lesões causadas pelo P. brasiliensis.   

 Os resultados dos experimentos funcionais com os neutrófilos tratados com 

IL-17 e IL-23 confirmaram essa hipótese, uma vez que esse tratamento levou a 

um aumento da capacidade de adesão em células endoteliais, bem como de sua 

capacidade de migração em resposta à CXCL8. Como mencionado, a IL-17 

apresenta atividade inflamatória muito importante, principalmente por meio da 

ativação de macrófagos e outros tipos celulares (fibroblastos, células epiteliais e 

endoteliais) para a produção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias e de 

grande produção de CXCL8 [39, 120-122]. 

 Além de promover a migração dos neutrófilos para o sítio de infecção, foi 

demonstrado que a CXCL8 inibe a apoptose de neutrófilos estimulados com 
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células leveduriformes de P. brasiliensis. Dessa forma os neutrófilos poderiam 

permanecer por maior tempo no local de infecção, contribuindo para a lesão 

tecidual observada em pacientes [123]. Peraçoli et al. (2003) demonstraram que 

monócitos de pacientes com PCM são capazes de produzir quantidades 

aumentadas de CXCL8 quando estimulados in vitro [124].Em trabalho recente, 

Acorci-Valerio et al (2010) demonstraram que neutrófilos expostos à leveduras da 

cepa Pb18 de P. brasiliensis aumentam a produção de CXCL8 e IL-10, com o 

envolvimento do reconhecimento do fungo por TLR4 [125]. Por meio da análise 

feita com a técnica de imuno-histoquímica, pudemos demonstrar que nas lesões 

de pacientes com a FA da PCM há a produção dessa quimiocina, principalmente 

em macrófagos e células gigantes.  

 Também pudemos observar que os neutrófilos tratados com IL-17 e IL-23 

produzem grandes quantidades de matriz metaloproteinase-9 (MMP-9 – RNAm e 

proteína). Esse dado também está de acordo com o descrito por Zelante et al. 

(2007) que reportaram resultados similares na infecção experimental causada por 

Candida albicans e Aspergillus fumigatus [54]. O aumento do número de 

neutrófilos e da produção de MMP-9 poderia ser associado à destruição tecidual 

observada em pacientes com paracoccidioidomicose. No modelo experimental da 

paracoccidioidomicose foi demonstrado que a infecção leva a um aumento da 

produção de MMP-9 e MMP-2 por células do infiltrado inflamatório, tanto em 

animais resistentes como em animais suscetíveis, sendo essa produção associada 

à disseminação do fungo [126]. Além disso, tem sido demonstrado que a atividade 

proteolítica da MMP-9 é importante para ativar outros mediadores inflamatórios e 

quimiocinas [127]. A clivagem da porção amino-terminal da CXCL8 por essa 



128 

 

enzima potencializa sua atividade quimiotática [128], induzindo uma maior 

migração de neutrófilos para o local de sua produção. A MMP-9 também pode 

atuar sobre outras quimiocinas como a CCL2 e a CXCL10 [129], envolvida na 

atração de monócitos e linfócitos, assim como pode atuar no processamento de 

IL-1β de maneira caspase-1 independente, levando ao aumento da resposta 

inflamatória local  [130, 131]. 

 Nossos dados também demonstraram que neutrófilos estimulados com IL-

17 ou IL-23 produzem uma maior quantidade de citocinas inflamatórias (IL-1β e 

IL6) o que poderia contribuir para uma resposta inflamatória exacerbada no local 

da infecção. Também pudemos notar que neutrófilos de pacientes com PCM 

apresentam, mesmo sem estímulo, uma maior produção dessas citocinas. Além 

disso, observamos que os neutrófilos desses pacientes apresentaram uma maior 

expressão do receptor de IL-17 e IL-23 e a estimulação com tais citocinas eleva 

ainda mais a expressão desses receptores nessas células. Esses dados indicam 

que o ambiente inflamatório causado pela resposta à infecção seria responsável 

pela maior expressão desses receptores. Pacientes com paracoccidioidomicose 

ativa também apresentam uma produção aumentada de citocinas (IL-18, IL-12, IL-

6), quimiocinas (CXCL9 e CXCL10) e outros marcadores inflamatórios (sICAM-1, 

sTNF-RI e sTNF-RII), quando comparados a indivíduos sadios ou com 

paracoccidioidomicose infecção, sendo que níveis mais elevados de alguns deles 

(IL-6, IL-8, IL-18 e TNFRII) foram encontrados nas formas mais graves da doença 

[13, 24].  
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 Em conjunto nossos dados demonstram que apesar de poder ser 

importante para a resposta imunológica ao fungo, a IL-17 (assim como a IL-23) 

pode apresentar um papel deletério na PCM, gerando uma resposta inflamatória 

intensa que estaria envolvida na destruição tecidual característica da forma adulta 

da doença. 
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6. CONCLUSÕES 

  

 Os dados obtidos nesse trabalho nos permitem concluir que citocinas 

relacionadas à resposta Th17 (IL-17 e IL-23) desempenham um papel importante 

na contenção da infecção causada pelo Paracoccidioides brasiliensis, uma vez 

que predominam em sua forma mais branda e localizada, a forma adulta. Essas 

citocinas poderiam atuar de forma semelhante àquela descrita em outras 

infecções fúngicas, induzindo uma resposta inflamatória local e ativando células 

do sistema imunológico inato. Apesar de sua importância, nossos dados também 

demonstraram que neutrófilos tratados com IL-17 e/ou IL-23 apresentaram 

atividades migratória e inflamatória aumentadas, em associação a uma 

capacidade fungicida diminuída. Desse modo, a produção crônica dessas 

citocinas pode induzir uma resposta inflamatória exacerbada que em última 

instância seria responsável pela destruição tecidual observada principalmente na 

forma crônica da paracoccidioidomicose.  
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8. APENDICE 

8.1. Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa. 



158 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





160 

 

Figura 8.1 (página anterior) - "Dot-plots" representativos dos resultados da 

separação de neutrófilos por gradiente de densidade de Ficoll-Hypaque e 

separação imunomagnética. A, D e G- "Dot-plots" da dispersão de células por 

tamanho (FSC) e complexidade celular (SSC), nos quais foram delimitadas as 

populações de granulócitos (vermelho), monócitos (azul) e linfócitos (verde). B e 

C, E e F, H e I - "Dot-plots" com a análise da marcação com anti-CD16 

(neutrófilos) e anti-CD49d (eosinófilos) na população de granulócitos e da 

marcação com anti-CD3 (linfócitos T) e anti-CD56 (células NK) na população de 

linfócitos. A a C - Células do sangue total após lise de hemácias. D a F - Células 

após separação com gradiente de densidade de Ficoll-Hypaque. G a I - Células 

após a separação imunomagnética com "beads" anti-CD16. As porcentagens de 

células estão destacadas em cada gráfico. 
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