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Capítulo 1 



 
 
 
 

IMPORTÂNCIA DO SISTEMA COMPLEMENTO NA INTERAÇÃO ENTRE 

FAGÓCITOS E FUNGOS PATOGÊNICOS 

 

INTRODUÇÃO 

 

 A imunidade inata apresenta grande importância no combate a fungos patogênicos, 

uma vez que permite uma reação imediata e reconhece uma grande variedade desses 

microrganismos. Entre os vários mecanismos naturais de defesa, as células fagocitárias 

desempenham papel central na resistência aos fungos, devido a sua participação na reação 

inflamatória e na atividade fungicida, ambas dependentes dos mecanismos de ativação 

dessas células, induzidos pelos fungos e, principalmente por citocinas produzidas pelas 

células durante a interação com o parasita. Distúrbios da atividade funcional dessas células 

podem ocasionar o desenvolvimento da doença ou a morte do microrganismo e, ainda 

influenciar o aparecimento da resposta imune adaptativa. A interação entre o fungo e as 

células do hospedeiro pode determinar várias alterações metabólicas, responsáveis pelos 

sintomas clínicos, apresentados por pacientes com a infecção fúngica.  

Monócitos e macrófagos são células do sistema mononuclear fagocitário, 

importantes na defesa do hospedeiro (ADAMS & HAMILTON, 1997) e considerados 

fontes importantes de citocinas (VAN FURTH, 1998). Essas células são responsáveis pela 

ingestão e inativação de leveduras ou partículas fúngicas e interação com linfócitos T e B, 

promovendo a produção de citocinas, reconhecimento e processamento do antígeno 

(FROMTLING & SHADOMY 1986; VAN FURTH, 1998). 

A maioria dos fungos causadores de micoses sistêmicas apresenta estreita relação 

com monócitos ou macrófagos nas fases iniciais da infecção ou no decorrer da doença 

(FROMTLING & SHADOMY, 1986). Segundo DEEPE & BULLOCK (1990), na 

interação entre o fungo e os fagócitos, é importante considerar o processo de 

reconhecimento e ligação do fungo à superfície dessas células. A ligação se estabelece 

devido a inúmeras moléculas presentes na membrana celular do macrófago, que facilitam 

a ligação entre o hospedeiro e a célula fúngica. Estudos de fagocitose, envolvendo fungos 

patogênicos, têm demonstrado o envolvimento de vários receptores da superfície dos 

fagócitos na internalização das partículas fúngicas e na ativação dessas células. 



 Monócitos e macrófagos são, portanto, células da imunidade inata que expressam 

receptores de superfície para manose, CD14, componentes do sistema complemento, 

porção Fc de moléculas de imunoglobulinas e receptores Toll-like (TLR) capazes de 

reconhecer produtos microbianos, levando à estimulação da fagocitose, atividade 

microbicida e produção de citocinas (ABBAS & LICHTMAN, 2003; UNDERHILL & 

OZINSKY, 2002).  

 

 

 

 

Figura 1. Receptores para diferentes componentes da superfície de microrganismos, 

presentes na membrana celular de fagócitos. Múltiplos receptores reconhecem, 

simultaneamente, microrganismos por ligação direta e/ou por ligação a opsoninas na 

superfície do patógeno. A Interação com o receptor induz sinais intracelulares de ativação 

e desencadeamento de inúmeras funções da célula fagocitária. (Underhill DM & Ozinsky 

A. Annu Rev Immunol 2002; 20: 825-52). 

 

As propriedades fagocítica e microbicida dessas células podem ser moduladas 

pelos receptores específicos de membrana, envolvidos na interação com os 

microrganismos (POPI et al., 2002). Os receptores TLR tem sido considerados de 



importância no reconhecimento de fungos como Cryptococcus neoformans (SHOHAM et 

al., 2001), Candida albicans (JOUAULT et al., 2003; NETEA et al., 2004) e Aspergillus 

fumigatus (MEIER et al., 2003). Camundongos deficientes de TLR4 têm alta carga 

fúngica em modelos de estudo de candidíase, quando comparados aos camundongos 

normais (NETEA et al., 2002). 

O principal componente da cápsula de C. neoformans, a glicuronoxilomanana liga-

se a CD14, TLR-2 e TLR-4. Além disso, manoproteinas secretadas pelo fungo são 

reconhecidas por receptores para manose (LEVITZ, 2002; SHOHAM et al., 2001). 

CROSS & BANCROFT (1995) demonstraram que a ingestão de formas não-capsuladas de 

C. neoformans é mediada por receptores para manose e β−glucana na superfície do 

macrófago e, que esse processo induz a produção das citocinas fator de necrose tumoral 

alfa (TNF-α) e fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF), 

resultando na ativação das células e fagocitose das formas encapsuladas do fungo. 

Entre os receptores de superfície dos macrófagos, os melhor caracterizados são o 

receptor de manose e o receptor para o componente C3 do sistema complemento, ambos 

capazes de mediar a fagocitose e a morte intracelular de microrganismos patogênicos 

(LINEHAN et al., 2000). 

O receptor para manose é uma lectina do macrófago que interage com resíduos 

terminais de manose e fucose de glicoproteinas e glicolipídeos. Esses açúcares são 

moléculas tipicamente observadas na parede celular de microrganismos, que são assim, 

reconhecidas pelas células do hospedeiro (ABBAS & LICHTMAN, 2003). Esse receptor é 

capaz de interagir com uma ampla variedade de microrganismos, como bactérias Gram-

positivas, Gram-negativas, fungos, protozoários e micobactérias (GAYNOR et al., 1995, 

KAHN et al., 1995; LINEHAN et al., 2000; O,RIORDAN et al., 1995, STAHL & 

EZEKOWITZ, 1998). Macrófagos derivados de monócitos humanos fagocitam leveduras 

de C.albicans não opsonizadas, via receptor para manose (KAGAYA & FUKAZAWA, 

1981; KOZEL et al., 1984; SHEPHERD et al., 1982; MARODI et al., 1991; 1993). Além 

da interação com C.albicans esse receptor também está envolvido na ligação de outros 

microrganismos como Pseudomonas (SPEERT et al., 1988), Pneumocystis carinii 

(EZEKOWITZ et al., 1991), Leishmania donovani (WILSON & PEARSON, 1986), 

Mycobacterium avium (BERMUDEZ et al., 1991; ROECKLEIN et al., 1991) e 

Paracoccidioides brasiliensis (ALMEIDA et al., 1998). 

A propriedade intrínseca de vários fungos patogênicos em ativar o sistema 

complemento é um importante pré-requisito para uma efetiva resposta imune anti-fúngica. 



O espectro de reações imunes associadas ao complemento inclui a produção de moléculas 

quimiotáticas para células inflamatórias e o auxílio da fagocitose por opsonização do 

patógeno pelos fagócitos, que auxiliam na organização da defesa do hospedeiro 

(MORELLI & ROSENBERG, 1971; SPETH et al., 2004; YAMAMURA & 

VALDIMARSSON, 1977).  

 

 O SISTEMA COMPLEMENTO 

  

 O sistema complemento é um importante mecanismo de defesa da imunidade inata, 

constituído por mais de 30 proteínas solúveis no plasma ou expressas na membrana 

celular, atuando como mediador humoral nos processos inflamatórios.  

A complexidade desse sistema, que envolve uma grande variedade de fatores 

solúveis, proteínas reguladoras e receptores celulares, é de importância especial nas 

reações anti-fúngicas, porque permite uma reação imediata e reconhece uma ampla 

variedade de patógenos. Assim, facilita a discriminação entre o próprio e o não-próprio ao 

organismo, atacando eficientemente as estruturas não-próprias (SPETH et al., 2004).  

 Após ativação inicial, os diversos componentes do complemento interagem em 

uma cascata altamente regulada, executando inúmeras funções básicas que incluem: lise 

osmótica de células e microrganismos, opsonização que promove fagocitose das 

partículas, ligação a receptores específicos do complemento em células do sistema imune e 

a depuração imune, que remove complexos antígeno-anticorpo da circulação e os deposita 

no baço e fígado (ROITT et al., 2003). 

As proteínas do sistema complemento agem como cascatas enzimáticas, em que 

cada etapa produz enzimas que atuam na etapa seguinte da cascata e conduzem à formação 

final de um complexo de ataque à membrana (MAC), que se insere na membrana do 

patógeno, formando um poro e levando à lise osmótica (SPETH et al., 1999). 

Existem três vias envolvidas na ativação do complemento, todas elas convergindo 

para a ativação do terceiro componente, ou C3. Estas três vias compreendem a via 

clássica, iniciada pela ligação do componente C1q ao complexo antígeno-anticorpo; a via 

da lectina é formada independentemente do anticorpo e é ativada por carboidratos 

presentes na superfície dos patógenos e, a via alternativa, iniciada a partir do componente 

C3 que se liga na superfície de vários patógenos microbianos (ROITT et al., 2003).  

 

 



 

 

 

IMPORTÂNCIA DO SISTEMA COMPLEMENTO NA RESPOSTA 

 ANTI-FÚNGICA 

 

A ativação do sistema complemento por fungos, tanto pela via clássica como 

alternativa resulta na liberação de fragmentos livres do complemento como anafilatoxinas 

e moléculas quimiotáticas e, também na deposição de opsoninas sobre a superfície da 

célula fúngica. As principais opsoninas do complemento são fragmentos peptídicos 

derivados do componente C3, tais como C3b, iC3b, C3d e C3dg, os quais facilitam o 

reconhecimento e a morte desses microrganismos pelas células fagocitárias, que possuem 

receptores para os componentes do complemento (ZHANG & KLEIN, 1997). DRUTZ & 

FREY (1985) relataram que o complemento promove a ligação de Blastomyces 

dermatitidis a neutrófilos humanos, necessária para a atividade fungicida contra a 

levedura. 

Macrófagos humanos e outros fagócitos possuem, pelo menos, três diferentes 

receptores que reconhecem produtos de degradação de C3. CR1 (CD35) e CR3 

(CD11b/CD18) têm grande afinidade por partículas recobertas com C3b e iC3b 

respectivamente e são abundantes em neutrófilos, monócitos/macrófagos, eosinófilos, 

linfócitos e eritrócitos. Por outro lado, CR4 (CD11c/CD18, p150,95) reconhece 

preferencialmente estímulos recobertos com iC3b e C3dg (LEVITZ & TABUNI, 1991). 

Embora CR3 e CR4 compartilhem a cadeia beta (CD18), a atividade de ligação com o 

complemento está localizada em regiões da cadeia alfa (LAW, 1988; MYONES et al., 

1988). A ativação de macrófagos por metabólitos bacterianos, citocinas ou outros 

estímulos induz um rápido aumento no número total de CR1 na superfície dessas células 

em até dez vezes (cerca de 50.000), pela mobilização de vesículas secretoras. 

Aparentemente, esse aumento da concentração de CR1 na superfície celular e, talvez, 

modificações no próprio receptor, como sua fosforilação são necessários para que a célula 

seja capaz de fagocitar ativamente por esse receptor (SENGELOV et al., 1994).   

Na infecção por fungos do gênero Cândida, a ativação do complemento pela via 

alternativa é desencadeada por galactomanana e beta glucana, presentes na superfície 

celular (KOZEL, 1996; THONG & FERRANTE, 1978). O fato de que essa via 

provavelmente desempenha papel principal foi confirmado por estudos experimentais de 



candidíase, demonstrando que cobaias deficientes em C4 (via clássica) apresentam o 

mesmo curso da infecção, comparado a animais normais (SPETH et al., 2004). Segundo 

KOZEL et al. (1987) a ativação do complemento pela via alternativa é considerada 

mecanismo primário para ativação e ligação de fragmentos de C3b a C. albicans. A 

fagocitose da levedura é essencialmente dependente da opsonização por componentes do 

complemento, sendo a capacidade de opsonização do soro fortemente reduzida após 

inativação a 56oC (FERRANTE & THONG, 1979; SOLOMKIN et al. 1978). 

Na patogênese da infecção invasiva por Aspergillus sp ocorre ativação inicial e 

subsequente deposição de C3 na superfície fúngica. Tanto conídios como hifas são 

capazes de ativar o sistema complemento (KOZEL et al., 1989; STURTEVANT & 

LATGÉ, 1992). Enquanto a ativação do complemento pelos conídios é mediada pela via 

alternativa, há um envolvimento progressivo da via clássica quando o conídio inicia sua 

transformação em hifa. Assim, a via de interação das partículas fúngicas com o sistema 

complemento muda com a maturação dos conídios para a hifa (KOZEL et al., 1989). 

A forma encapsulada de C. neoformans é o mais potente ativador da cascata do 

complemento entre os fungos patogênicos, com a deposição de 107 – 108 moléculas de C3 

por célula fúngica (YOUNG & KOZEL, 1993; KOZEL et al., 1996). Formas não 

encapsuladas ligam dez vezes menos C3. A ativação e ligação de C3 ocorrem 

predominantemente pela via alternativa do complemento (KOZEL, 1998). A opsonização 

de C. neoformans com fragmentos de C3 é um pré-requisito para uma fagocitose eficiente 

por fagócitos (DAVIES et al., 1982; KELLY et al., 2005). Macrófagos ligam e fagocitam 

C. neoformans via três principais receptores do complemento: CR1, CR3 e CR4, que 

ligam independentemente o fungo opsonizado (LEVITZ et al., 1997; CROSS et al., 1997). 

O bloqueio desses receptores, por anticorpo monoclonal específico, inibe a ligação da 

célula fúngica (LEVITZ & TABUNI, 1991).  

A ligação de formas encapsuladas de C. neoformans a células dendríticas 

praticamente não ocorre na ausência de opsoninas. A opsonização com soro humano 

normal aumenta a ligação, enquanto o mesmo soro inativado não induz interação eficiente 

com a célula fagocitária, sugerindo, portanto, o papel de componentes termo-lábeis do 

sistema complemento na interação e indução da atividade fungicida por células dendríticas 

(KELLY et al., 2005). 

Dentre os receptores para complemento, CR3 e CR4 reconhecem 

preferencialmente iC3b, o fragmento C3 predominante em C. neoformans opsonizado por 

soro humano (KOZEL & PFROMMER, 1986). Macrófagos humanos expressam 



tipicamente CR3 e, a ligação e fagocitose do fungo opsonizado com soro é mediada 

primariamente por esse receptor (LEVITZ & TABUNI, 1991; LEVITZ et al., 1997; 

ZARAGOZA et al., 2003). 

Estudos empregando células de ovário de hamster chinês (CHO) transfectadas com 

genes para receptores CR1, CR3 ou CR4 e incubadas com células de C. neoformans 

opsonizadas com soro humano normal mostraram que as células fúngicas ligam-se com 

maior avidez ao receptor CR3 seguido por CR1 e CR4, nessa ordem decrescente de 

interação. Esses resultados sugerem que CR1, CR3 e CR4 são receptores 

independentemente capazes de interagir com C. neoformans opsonizadas com fragmento 

C3 (LEVITZ et al., 1997). 

Blastomyces dermatitidis ativa o complemento pelas duas vias clássica e 

alternativa, com opsonização do fungo por C3b e iC3b (ZHANG & KLEIN, 1997), sendo 

a beta-glucana o principal componente responsável pela ativação desse sistema e 

deposição de C3 na parede do fungo (ZHANG & KLEIN, 1997;  ZHANG et al., 2001). 

Um importante fator de virulência de B. dermatitidis é o antígeno imunodominante de 120 

KDa, BAD-1, anteriormente descrito como WI-1. BAD-1 promove a ligação do fungo às 

células do hospedeiro pela interação com o receptor CR3 (CD11b/CD18) (NEWMAN et 

al., 1995). 

A cinética de conversão de C3 em outros fragmentos após tratamento de B. 

dermatitidis com soro humano foi estudada por ZHANG & KLEIN (1997). A ligação de 

C3 à superfície da levedura pode ser posteriormente convertida em iC3b, C3d ou C3dg. 

Cada uma dessas opsoninas têm preferência de ligação a um receptor específico no 

fagócito. Consequentemente, a ligação desses fragmentos do componente C3 pode 

influenciar a interação entre a levedura e o fagócito. A análise dos fragmentos de C3 

obtidos após tratamento com hidroxilamina por SDS-PAGE e auto-radiografia demonstrou 

que logo após um minuto de incubação das células leveduriformes de B. dermatitidis com 

soro humano normal, 70% de C3b se transformava em iC3b. Formas moleculares de C3 

correspondentes a C3dg não foram observadas.  

Outros estudos de cinética de conversão de fragmentos C3 ligados à superfície de 

células fúngicas demonstraram que 80% das moléculas de C3b se convertem em iC3b na 

interação com C. neoformans (PFROMMER et al., 1993). Portanto, a ligação de C3b e 

iC3b a seus respectivos receptores na célula fagocitária pode influenciar o destino da 

interação hospedeiro-patógeno (ZHANG & KLEIN, 1997). 



Células leveduriformes de P.brasiliensis ativam o complemento tanto pela via 

clássica como pela via alternativa in vitro (MUNK et al., 1992), resultando na opsonização 

e fagocitose do fungo por macrófagos (CALICH et al., 1979). Estudos realizados por 

MUNK & DA SILVA (1992) mostraram que diferentes componentes do sistema 

complemento e seus produtos de clivagem se depositam sobre a superfície do isolado Pb18 

de P. brasiliensis. A incubação de células leveduriformes de Pb18 opsonizadas com soro 

humano normal mostrou que Pb18 ativa o complemento in vitro e liga C3, iC3b, C4 e 

C5b-9 em sua superfície. A análise microscópica mostrou padrão de distribuição uniforme 

desses componentes em mais de 80% das células de Pb18 pré-incubadas com soro humano 

normal. Assim, a deposição de produtos de clivagem do sistema complemento pode 

desempenhar papel importante na fagocitose do fungo (CALICH et al., 1979). 

A fração álcali-insolúvel (F1), derivada de polissacarídeos da parede celular de P. 

brasiliensis foi descrita como sendo capaz de ativar o sistema complemento e neutrófilos 

(CROTT et al., 1993; CROTT et al., 1997). Essa fração induz acúmulo de 

polimorfonucleares neutrófilos durante a fase inicial da resposta inflamatória em modelos 

experimentais da micose (ALVES et al., 1987; FIGUEIREDO et al., 1986). CROTT et al. 

(1993) investigaram diferenças entre isolados de P.brasiliensis com relação à capacidade 

de ativar o sistema complemento pela fração F1 do fungo. A incubação dessa fração obtida 

de diferentes isolados com soro humano normal resultou em diferentes graus de inibição 

das vias clássica e alternativa do complemento. A fração F1 de isolados de baixa 

virulência foi mais eficiente do que isolados virulentos na capacidade de ativar o sistema 

complemento, tanto pela via clássica como alternativa. Esses resultados concordam com a 

literatura relacionada a outros microrganismos como Salmonella, Escherichia coli, 

Haemophilus influenzae e Aspergillus sp, cujas cepas menos virulentas são mais eficientes 

na ativação do sistema complemento (PLUSCHKE & ACHTMAN, 1984; INZANA et al., 

1987; (HENWICK et al., 1993). 

Na paracoccidiodomicose, assim como na maioria dos processos infecciosos, os 

fagócitos constituem importante linha de defesa do hospedeiro contra infecções fúngicas. 

Na resistência natural para o P. brasiliensis ficou demonstrada a importância desta 

atividade fagocitária, em estudos da evolução da infecção experimental em animais com 

bloqueio do sistema fagocitário-mononuclear (KASHINO et al., 1995). Nesses casos há 

extensas lesões exudativo-necróticas, com grande número de fungos (FRANCO et al., 

1989). 



O contato entre as células leveduriformes do fungo e fagócitos é facilitado pela 

ativação da via alternativa do sistema complemento, que leva à opsonização das leveduras 

(SHIKANAI-YASUDA et al., 1997). Componentes do próprio fungo, como a 

glicoproteina de 43 kDa (gp43), considerada o principal antígeno secretado por 

P.brasiliensis,  pode promover a adesão inicial e a internalização da levedura por células 

fagocíticas (ALMEIDA et al., 1998). Assim, a gp43 está envolvida na adesão do 

P.brasiliensis aos macrófagos peritoneais murinos, fenômeno que leva à fagocitose e pode 

favorecer a morte do fungo. Esse efeito é inibido por anticorpos anti-gp43. Ensaios de 

inibição indicam o envolvimento de resíduos de fucose e manose, na fagocitose do 

P.brasiliensis (ALMEIDA et al., 1998). 

POPI et al. (2002) avaliaram o efeito da gp43 na interação entre macrófagos 

peritoneais murinos e P.brasiliensis. A fagocitose de células leveduriformes do fungo 

pelas células peritoneais de camundongos das linhagens B10.A e A/SN, considerados, 

respectivamente, suscetíveis e resistentes à infecção, foi inibida pela adição de diferentes 

concentrações de gp43 ao meio de cultura. Os autores sugerem que a produção de gp43 

pelo fungo, pode ser considerada um mecanismo de evasão do P.brasiliensis na instalação 

da infecção em hospedeiros suscetíveis. 

Trabalho recente, desenvolvido por JIMENEZ et al. (2006), avaliou a importância 

dos receptores para manose e para o componente C3 do sistema complemento na 

fagocitose de conídios de P.brasiliensis por linhagens de macrófagos de medula óssea de 

camundongos, que apresentam o gene Nramp1, que controla a resistência (B10R) ou 

suscetibilidade (B10S) à infecção por microrganismos intracelulares. Os resultados 

mostraram que macrófagos B10R e B10S respondem de forma diferente à infecção por 

conídios de P.brasiliensis. A opsonização de conídios com soro murino não inativado 

aumentou a percentagem de fagocitose pelas duas linhagens de células fagocitárias. 

Macrófagos B10R apresentaram maior número de conídios associados à membrana celular 

ou no seu interior do que a linhagem de macrófagos B10S. O tratamento dos conídios com 

soro inativado ou com EDTA, bem como o tratamento dos macrófagos com anticorpos 

anti-receptor CR3 diminuíram a fagocitose pelas duas linhagens celulares. A incubação 

dos macrófagos com alfa metil manosídio reduziu a fagocitose dos conídios pelos 

macrófagos B10R, sugerindo também a participação do receptor para manose na 

fagocitose de P.brasiliensis. O estudo da expressão dos receptores para complemento e 

manose por macrófagos B10R e B10S mostrou que ambas linhagens apresentam números 

similares de CR3 e que B10R expressa mais receptor para manose, enquanto o receptor 



CR1 não foi detectado em ambas linhagens. Esses resultados demonstram que a fagocitose 

dos conídios do fungo ocorre por mecanismos envolvendo ou não opsonização. A 

aderência e fagocitose dependentes de opsonização são mediadas pelo complemento e 

receptor CR3, enquanto a fagocitose independente de opsonização envolve receptor de 

manose na célula fagocitária. 

Estudos experimentais e em pacientes com paracoccidioidomicose permitem 

sugerir que a resistência ao fungo parece ser dependente das atividades de células T e 

macrófagos, mediadas por interferon-gamma (IFN-γ) e outras citocinas de perfil Th1, 

destacando-se o papel do TNF-α. O efeito sinérgico entre essas duas citocinas é essencial 

para a resistência do hospedeiro contra infecções por microrganismos intracelulares 

(MARTIN-OROZCO et al., 2001) e para uma eficiente atividade fungicida contra o 

P.brasiliensis (CALVI et al., 2003; SOARES et al., 2001).  

Estudos in vitro revelaram que conídios e leveduras de P.brasiliensis são 

eficientemente fagocitados por macrófagos de camundongos (CANO et al., 1992) e de 

humanos (MOSCARDI-BACCHI et al., 1993) e, quando ingeridos por macrófagos não 

ativados, ocorre transformação e replicação fúngica em seu interior. Porém, quando essas 

células são ativadas por citocinas, a transição de conídios para levedura é inibida (CANO 

et al., 1992; MOSCARDI-BACCHI et al., 1993). 

Conídios ou células leveduriformes de P. brasiliensis multiplicam-se facilmente no 

interior de macrófagos alveolares e peritoneais murinos, depois de ingeridos. Entretanto, 

quando essas células são ativadas por IFN-γ, a multiplicação é limitada e os conídios e 

células fúngicas podem ser destruídos (BRUMMER et al., 1988, 1989, 1990). Em relação 

às células murinas os resultados mostraram que a ativação com IFN-γ promove a 

eliminação do fungo por meio da via L-arginina/oxido nítrico (NO) (GONZALEZ et al., 

2000). No entanto, CALVI et al. (2003) demonstraram que a ativação com IFN-γ não é 

suficiente para a atividade fungicida de células humanas contra cepa virulenta (Pb18) do 

P. brasiliensis. Este processo é efetivo após a preativação dos monócitos com TNF-α ou 

IFN-γ associado ao TNF−α.  

Em modelos experimentais murinos de paracoccidioidomicose, a atividade 

fungicida de macrófagos contra o P. brasiliensis, decorrente da ativação com IFN−γ foi 

atribuída à produção de oxido nítrico (NO), induzida pela enzima NO sintase. A indução 

dessa enzima depende do sinergismo de ação de citocinas de perfil Th1, como TNF-α e 

IFN-γ e, de produtos liberados pelo próprio agente patogênico (BOCCA et al., 1998). No 



decorrer da infecção experimental por P.brasiliensis, há intensa produção de TNF-α , 

IFN-γ e NO, que se correlaciona com a capacidade fungicida dos macrófagos 

(NASCIMENTO et al., 2002). Portanto, a atividade fungicida da célula fagocitária parece 

depender do balanço entre citocinas estimuladoras e supressoras produzidas pela célula, 

durante a interação com fungo. 

Embora os mecanismos envolvidos na destruição do fungo por monócitos e 

macrófagos ativados não estejam ainda totalmente esclarecidos, CARMO et al. (2006) 

demonstraram que a atividade fungicida de monócitos humanos contra o P.brasiliensis 

parece ser dependente da produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) por essas células, 

após ativação com IFN-γ e TNF-α.  

Os resultados da literatura mostram que o receptor CR3 pode participar tanto na 

fagocitose dependente de opsonização como na independente desse fenômeno (OFEK et 

al., 1995). Existem evidências de que esse receptor pode se ligar a 1-3β glucana e mediar a 

fagocitose de microrganismos que possuam esse componente na parede celular 

(THORNTON et al., 1996; XIA et al., 1999), como P.brasiliensis (KANETSUNA et al., 

1969; CARBONELL et al., 1970; AZUMA et al., 1974). Além disso, estudos recentes 

realizados por JIMENEZ et al. (2006) documentam, pela primeira vez, a importância dos 

receptores CR3 e para manose na fagocitose de P.brasiliensis por macrófagos murinos e, 

contribuem significativamente para a compreensão de mecanismos de suscetibilidade ao 

fungo.  

Entretanto, até o momento, não se conhece o papel da opsonização do fungo por 

componentes do complemento sobre a atividade fungicida de monócitos contra o 

P.brasiliensis. Assim, o estudo in vitro da atividade fungicida de monócitos humanos 

desafiados com células leveduriformes do fungo, opsonizadas com soro humano normal 

permitirá o conhecimento da importância do sistema complemento na ativação dessas 

células para induzir a morte do fungo.  
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RESUMO 
 

 
 Monócitos e macrófagos são células da imunidade inata que desempenham 

importante papel na defesa contra infecções fúngicas, através do reconhecimento dos 

fungos, ativação e desenvolvimento de atividade fungicida. O presente estudo teve por 

objetivo avaliar o efeito da opsonização de células leveduriformes de P. brasiliensis com 

soro humano sobre a atividade fungicida de monócitos humanos e sobre a produção de 

fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) por essas células. Monócitos de sangue periférico, 

obtidos de indivíduos saudáveis, foram cultivados na ausência ou presença de 500 UI de 

IFN-γ por 24h a 37oC. A seguir essas células foram desafiadas com a amostra Pb18 de P. 

brasiliensis durante 4h nas proporções monócito-fungo de 10:1 e de 50:1. A suspensão 

fúngica foi previamente incubada por 30 min a 36oC com meio de cultura RPMI, RPMI 

suplementado com 10% de soro humano normal, não inativado ou com meio RPMI 

suplementado com 10% de soro humano submetido à inativação por aquecimento a 56oC 

por 30 min. A atividade fungicida dos monócitos contra Pb18 foi avaliada por 

plaqueamento dessas co-culturas em meio de cultivo BHI-ágar e determinação da 

recuperação de fungos viáveis após 14 dias de incubação a 36oC.  A produção de TNF-α 

foi determinada, por ensaio imunoenzimático (ELISA), no sobrenadante das co-culturas 

após 18h de incubação a 37oC. Os resultados mostraram que o desafio de monócitos com 

Pb18 opsonizado com soro não inativado induz aumento significativo da atividade 

fungicida e níveis elevados de TNF-α em comparação às co-culturas desafiadas com o 

fungo não opsonizado ou opsonizado com soro inativado. A pré-incubação dessas células 

com IFN-γ antes do desafio com Pb18 levou ao aumento da atividade dessas células, 

demonstrado por liberação de níveis mais elevados de TNF-α e da atividade fungicida, em 

comparação às células não estimuladas com IFN-γ.  O desafio de monócitos com células 

fúngicas, não opsonizadas ou tratadas com soro inativado induziu baixa produção de TNF-

α e não estimulou a atividade fungicida dessas células. Em conjunto, os resultados 

sugerem a participação de componentes do sistema complemento na ativação de 

monócitos para uma atividade fungicida eficiente contra o P.brasiliensis. 

 
 
 
 
 
 



 
ABSTRACT 

 
 Monocytes and macrophages are cells of the innate immune response that play an 

important role against fungal infections by fungal recognition, and activation to achieve an 

efficient fungicidal activity. This study evaluated the effect of Paracoccidioides 

brasiliensis yeast cells opsonized with human serum on the fungicidal activity and tumor 

necrosis factor alpha (TNF-α) production by human monocytes. Peripheral blood 

monocytes obtained from healthy individuals were pre-incubated for 24h with or without 

500 UI of human recombinant interferon-gamma (IFN-γ) and then challenged with the 

P.brasiliensis strain (Pb18) for 4h at ratios of monocytes to fungi 1:1 and 50:1. The fungal 

suspension was previously incubated for 30 min at 37oC in RPMI culture medium without 

serum, or with 10% non-inactivated normal human serum, or 10% heat-inactivated normal 

human serum. Fungicidal activity of monocytes against Pb18 was assessed by viable fungi 

recovery after plating in BHI-agar and counting of colony-forming-units after 14 days of 

culture at 36oC. TNF-α production was determined in supernatant cultures by enzyme 

immunoassay (ELISA). The results showed that the monocyte challenge with Pb18 

opsonized with non-inactivated serum induced a significant increase in fungicidal activity 

and high levels of TNF-α in comparison with co-cultures challenged with non-opsonized 

or heat-inactivated opsonized fungus. The monocyte pre-incubation with IFN-γ before the 

fungus challenge led to cell activation demonstrated by higher production of TNF-α levels 

and fungicidal activity in relation to the cells non-stimulated with IFN-γ. Fungal cells non-

opsonized or opsonized with heat-inactivated serum induced lower production of TNF-α 

and did not stimulate fungicidal activity after monocyte challenge. These results suggest 

the involvement of complement system in monocyte activation for an efficient fungicidal 

activity against P.brasiliensis. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



1. INTRODUÇÃO 

 

A paracoccidioidomicose (PCM) é a micose sistêmica de maior incidência nos 

países da América Latina, sendo o Brasil o país que concentra o maior número de casos 

(WANKE & LONDERO, 1994). O agente etiológico da doença é o fungo termodimórfico 

Paracoccidioides brasiliensis, que se apresenta na forma de micélio ou conídios à 

temperatura ambiente, com variação de 4 a 28oC. Na temperatura de 37oC, tanto in vivo, 

nos tecidos do hospedeiro, quanto in vitro, em meios de cultura apropriados apresenta-se 

sob a forma de levedura (RESTREPO, 1985).  A infecção ocorre, provavelmente, pela 

inalação de propágulos do fungo, que se depositam nos pulmões, causando lesões locais. 

Considera-se que as manifestações clínicas da PCM sejam decorrentes da progressão de 

lesões primárias, pela reativação de focos quiescentes após um período de latência 

(reativação endógena) ou pela re-infecção exógena após exposição ao fungo 

(MONTENEGRO & FRANCO, 1994).  

Pacientes com a forma ativa da micose apresentam uma gama de sinais e sintomas 

agrupados em dois padrões principais que definem as formas aguda e crônica (FRANCO 

et al., 1987). No adulto, a forma clínica predominante é a crônica, mas quando acomete 

crianças ou adolescentes apresenta-se na forma aguda ou subaguda. Quando a micose não 

é diagnosticada e tratada oportunamente pode levar a formas disseminadas graves e letais, 

com rápido e progressivo envolvimento dos pulmões, tegumento, gânglios, baço, fígado e 

órgãos linfóides do tubo digestivo (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).  

O estabelecimento da doença, sua disseminação e gravidade dependem de fatores 

ligados ao fungo, como virulência e composição antigênica, das condições ambientais e 

principalmente de fatores relacionados com a resposta imune do hospedeiro, durante a 

interação com o fungo. P.brasiliensis induz resposta imunológica altamente complexa e 

multifatorial, cujos componentes celulares são ativados, no sentido de desempenharem 



papel efetor direto contra o parasita ou de participar dos mecanismos imunoregulatórios 

presentes no organismo infectado (PERAÇOLI & SOARES, 1992).  Assim, a imunidade 

celular, mediada por linfócitos T e macrófagos desempenha papel central na resistência 

aos fungos. 

Muitos indivíduos são expostos ao P.brasiliensis, mas poucos desenvolvem a 

doença, sugerindo que mecanismos de imunidade inata e adaptativa podem ser 

importantes na eliminação do fungo (MUSATTI et al., 1994). Monócitos e macrófagos 

atuam como primeira linha de defesa do organismo contra infecções fúngicas. A função 

das células fagocitárias depende do seu estado de ativação, induzido principalmente pelo 

ambiente de citocinas presentes durante a interação com o microrganismo. 

Conídios ou células leveduriformes de P. brasiliensis multiplicam-se facilmente no 

interior de macrófagos alveolares e peritoneais murinos, depois de ingeridos. Entretanto, 

quando essas células são ativadas por IFN-γ, a multiplicação é limitada e os conídios e 

células fúngicas podem ser destruídos (BRUMMER et al., 1988, 1989, 1990). Em relação 

às células murinas os resultados mostraram que a ativação com IFN-γ promove a 

eliminação do fungo por meio da via L-arginina/oxido nítrico (NO) (GONZALEZ et al., 

2000). Embora os mecanismos envolvidos na destruição do fungo por monócitos e 

macrófagos ativados não estejam ainda totalmente esclarecidos, CARMO et al. (2006) 

demonstraram que monócitos humanos ativados com fator de necrose tumoral alfa (TNF-

α) ou associação de TNF-α e IFN-γ exercem atividade fungicida contra cepa virulenta de 

P.brasiliensis por mecanismos envolvendo a produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

por essas células, não ocorrendo participação de NO. Por outro lado, o tratamento prévio 

de neutrófilos humanos com IL-10 inibe atividade fungicida dessas células ativadas com 

TNF-α (COSTA  et al., 2007).  



A ativação do sistema complemento por fungos, tanto pela via clássica como pela 

alternativa, resulta na deposição de opsoninas sobre a superfície da célula fúngica, 

facilitando a fagocitose e a atividade fungicida das células fagocitárias. Vários trabalhos 

têm mostrado que a fagocitose de microrganismos como Cryptococcus neoformans 

(KOZEL et al., 1996, KELY et al., 2005), Cândida albicans (GRUBER et al., 1998; 

TRIEBEL et al., 2003), Mycobacterium tuberculosis (HIRSCH et al., 1994) e Listeria 

monocytogenes (DREVETS et al., 1996) na presença de soro humano fresco é mais 

eficiente do que com soro inativado, enfatizando a importância dos receptores para 

complemento nas células fagocitárias. O contato entre as células leveduriformes de 

P.brasiliensis e fagócitos é facilitado pela ativação da via alternativa do sistema 

complemento, que leva à opsonização das leveduras (SHIKANAI-YASUDA et al., 1997). 

Componentes do próprio fungo, como a glicoproteina de 43 kDa (gp43), considerada o 

principal antígeno secretado por P.brasiliensis,  pode promover a adesão inicial e a 

internalização da levedura por células fagocíticas (ALMEIDA et al., 1998). 

Células leveduriformes de P.brasiliensis ativam o complemento pela via 

alternativa in vitro (MUNK et al., 1992), resultando na opsonização e fagocitose do fungo 

por macrófagos (CALICH et al., 1979). JIMENEZ et al. (2006) demonstraram que a 

fagocitose de conídios de P.brasiliensis por macrófagos de medula óssea de camundongos 

ocorre por mecanismos envolvendo ou não opsonização. A aderência e fagocitose 

dependentes de opsonização são mediadas pelo complemento e receptores CR, enquanto a 

fagocitose independente de opsonização envolve receptores de manose na célula 

fagocitária. Entretanto, até o momento, não se conhece o papel da opsonização do fungo 

por componentes do complemento sobre a atividade fungicida de monócitos contra o 

P.brasiliensis. 

 



 

2. OBJETIVOS 
 
 
 O presente trabalho tem por objetivo avaliar o efeito do sistema complemento 

sobre a atividade fungicida e produção de fator de necrose tumoral–alfa por monócitos 

humanos previamente ativados com IFN-γ e infectados com Paracoccidioides brasiliensis  

 

 

3- CASUÍSTICA E MÉTODOS 

3.1. Casuística 

Foram utilizadas amostras do sangue periférico de 10 indivíduos saudáveis, 

doadores do Banco de Sangue do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da 

UNESP – Câmpus de Botucatu. Todos os indivíduos selecionados apresentavam reação 

negativa ao teste cutâneo com paracoccidioidina. O consentimento dos indivíduos, para 

participação no presente trabalho, foi obtido após informação e esclarecimento sobre os 

objetivos da pesquisa e assinatura do formulário de consentimento livre e esclarecido.  

 

3.2. Cultivo e preparo da suspensão de P. brasiliensis 

Utilizou-se a amostra de P. brasiliensis Pb18, proveniente da Micoteca do 

departamento de Microbiologia e Imunologia, do Instituto de Biociências de Botucatu, 

UNESP. A cepa foi mantida a 37ºC com subcultivos semanais em meio de cultura GPY, 

contendo 2% glicose, 1% peptona, 0,5% extrato de levedura e 2% de ágar. As células 

leveduriformes foram empregadas após 6 dias de cultivo, para a infecção das culturas de 

monócitos. Após o crescimento, as células foram removidas da superfície de cultivo, com 

alça de platina e transferidas para tubos estéreis contendo 10 mL de meio de cultura RPMI 

1640 (Gibco Laboratories, Grand Island, NY, USA) e pérolas de vidro de 4mm de 



diâmetro, sendo homogeneizadas em agitador de tubos tipo Vortex por 30 segundos. Em 

seguida, as suspensões celulares foram mantidas a 37ºC durante 5 minutos para 

sedimentação de grumos não desfeitos durante a agitação. Após este período, uma alíquota 

dessa suspensão foi obtida para contagem das células leveduriformes em câmara 

hemocitométrica tipo Neubauer, utilizando microscópio com contraste de fase, segundo 

método descrito por SOARES et al. (2001). Foram consideradas como viáveis as células 

que se apresentaram com aspecto brilhante, uma vez que as células mortas apresentam-se 

com coloração opaca e escura. Nos ensaios, foram empregadas suspensões fúngicas que 

apresentavam, no mínimo, 90% de viabilidade. 

 

3.3.  Preparo do extrato-aquoso de células fúngicas 

       A amostra Pb192 de P. brasiliensis foi cultivada em meio de cultura GPY, contendo 

2% glicose, 1% peptona, 0,5% extrato de levedura e 2% de ágar por incubação a 36oC. As 

culturas foram utilizadas após 5  dias de cultivo para o preparo do extrato aquoso segundo 

o método de KURITA et al. (1993). O crescimento de um tubo de cultura de Pb192 foi 

retirado com alça de platina e colocado em frasco contendo 250 mL de GPY, sendo 

incubado a 36ºC com agitação constante de 140 rpm por 7 dias. Após o período, o meio 

foi distribuído em frascos plásticos que foram centrifugados a 2500 rpm por 30 min. O 

sobrenadante foi desprezado e o precipitado fúngico pesado, sendo adicionado volume de 

água destilada estéril suficiente para obtenção de suspensão fúngica a 10%. A seguir, a 

suspensão foi autoclavada a 127ºC por 15 min e deixada em repouso por 3 dias à 

temperatura ambiente. Após esse período, os frascos contendo essa suspensão foram 

centrifugados a 2500 rpm por 15 min, o sobrenadante retirado com esterilidade e 

denominado extrato aquoso. As alíquotas desse extrato foram armazenadas a – 20ºC até o 

momento de uso. 

    



3.4. Isolamento e cultura de monócitos 

Sangue periférico de indivíduos saudáveis foi obtido por punção venosa, sendo 10 

mL colocados em tubos estéreis contendo 20 U/mL de heparina (Liquemine-Roche). As 

células mononucleares foram obtidas por meio da separação em gradiente de Ficoll-

Hypaque (BOYUM et al., 1968) e lavadas inicialmente com solução gelada de EDTA-

PBS, por centrifugação a 200 g por 10 minutos e, em seguida, com meio de cultura RPMI 

1640 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) por mais 10 minutos a 200 g. Após esses 

procedimentos as células foram ressuspendidas em meio de cultura RPMI 1640 

suplementado com 2 mM de L-glutamina (Sigma), 40 µg/mL de gentamicina e 10% de 

soro bovino fetal (Gibco) inativado por aquecimento a 36oC por 30 min (meio RPMI 

completo), sendo a identificação e viabilidade dos monócitos realizada através da 

incorporação de vermelho neutro. Alíquotas de 50 µL da suspensão celular foram 

incubadas a 37°C, durante 10 minutos com 450 µL da solução do corante a 0,02%. Os 

monócitos foram diferenciados dos linfócitos por apresentarem citoplasma de coloração 

vermelha. A seguir, a suspensão celular foi ajustada para 2X106 monócitos/mL e 100 µl 

dessa suspensão foram distribuídos em placas de cultura de 96 orifícios. Após uma hora de 

incubação a 37°C em tensão de 5% de CO2, as células não aderentes foram eliminadas 

através de lavagem das placas com meio de cultura RPMI.  

3.5. Atividade fungicida 

Monócitos, obtidos conforme descrito no item 3.4, foram cultivados na presença ou 

ausência de 500 UI/mL de Interferon-gama (R & D Systems) por 24h a 37oC em placas de 

96 orifícios e fundo plano (Linbro, Flow Lab, USA). A seguir, os orifícios da placa foram 

lavados com meio RPMI completo e os monócitos desafiados com células leveduriformes 

de P. brasiliensis, previamente incubadas com meio RPMI, RPMI suplementado com 10% 

de soro humano autólogo não inativado (soro fresco), ou com 10% de soro humano 



autólogo inativado a 56oC por 30 min, nas proporções monócitos:fungo de 50:1 e 1:1 

(culturas experimentais). Alguns orifícios da placa de cultura receberam apenas as 

suspensões de células fúngicas, tratadas ou não com soro fresco ou inativado, diluídas em 

RPMI em concentrações equivalentes às utilizadas na incubação com os monócitos 

(culturas controles). Após o período de 4h, os sobrenadantes das culturas foram coletados 

e as células submetidas a diversas lavagens com água destilada estéril. Este processo 

permite que os monócitos sejam removidos da placa e lisados, com conseqüente liberação 

dos fungos que foram, eventualmente, fagocitados. As suspensões obtidas através desse 

processo foram adicionadas aos sobrenadantes já coletados e consideradas como culturas 

experimentais. O mesmo procedimento foi realizado com as suspensões controles, 

contendo apenas o fungo. Ao final do processo, o material obtido a partir de lavagens das 

culturas controles e das experimentais com água destilada, contendo fungos viáveis ou 

não, foi centrifugado e ressuspenso em volume de água destilada que permita o 

crescimento de, no máximo, 200 colônias de fungos por placa, tornando a leitura das 

mesmas mais sensível. Em seguida, 100 µL das suspensões fúngicas em água destilada 

foram semeados em três placas contendo meio de cultura ágar infusão de cérebro-coração 

(BHI-ágar –Difco Lab., Michigan, USA), suplementado com 4% de soro de cavalo e 5% 

de extrato aquoso preparado segundo KURITA et al. (1993), conforme descrito no item 

1.4. A suspensão foi semeada, com auxílio de bastões de vidro em forma de L, por toda a 

superfície do meio de cultura. A seguir, as placas foram incubadas em estufa a 36°C por 

14 dias, quando então as unidades formadoras de colônias (UFC) foram contadas. A 

atividade fungicida (AF) dos monócitos foi determinada pela seguinte fórmula:  

AF = 1 – [ média das UFC das culturas experimentais ] x 100 

                     média das UFC das culturas controles 

 



3.6. Obtenção de sobrenadantes de cultura de monócitos de indivíduos saudáveis 

Os monócitos obtidos, conforme descrito no ítem 3.4. foram cultivados na presença 

ou ausência de 500 UI/mL de Interferon-gama (R & D Systems) por 24h a 37oC em placas 

de 96 orifícios e fundo plano (Linbro, Flow Lab, USA). A seguir, os orifícios da placa 

foram lavados com meio RPMI completo e os monócitos incubados a 37oC, em tensão de 

5% de CO2, na ausência ou na presença de 20 ug/mL de lipopolissacáride (LPS) de 

Escherichia coli 055B5 ou de células leveduriformes viáveis de P.brasiliensis, células 

leveduriformes de P. brasiliensis, previamente incubadas com meio RPMI, RPMI 

suplementado com 10% de soro humano autólogo não inativado (soro fresco), ou com 

10% de soro humano autólogo inativado a 56oC por 30 min, na proporção 

monócitos:fungo de 50:1. Após 18h de co-cultivo, o sobrenadante foi aspirado, submetido 

à centrifugação para eliminação de células fúngicas e armazenado a - 70oC para dosagem 

de TNF-α pela técnica de ELISA. 

 

3.7. Determinação de fator de necrose tumoral-alfa 

A pesquisa de TNF-α foi realizada pela técnica de ELISA, utilizando-se placas de 

96 orifícios e fundo plano (Maxsorb-Nunc, Life Tech. Inc., MD, USA) e anticorpos 

monoclonais e policlonais anti-citocina específica. As concentrações dos anticorpos, 

utilizadas nas reações, foram as recomendadas pelo fabricante. 

As placas de 96 orifícios e fundo plano (Maxsorb-Nunc) foram sensibilizadas por 

18 h a 37ºC com anticorpo monoclonal de camundongo anti-TNF-α humano (R & D 

Systems), diluído em tampão fosfato pH 7,2 (PBS), na concentração de 2 µg/mL. Após 

esse período os orifícios foram lavados 4 vezes com 300 µL de PBS, contendo Tween 20 a 

0,05% (PBST). O bloqueio da placa foi realizado colocando-se em cada orifício 300 µL de 

PBS contendo 5% de sacarose, 1% de soro albumina bovina (BSA) e 0,05% de NaN3 



(azida sódica), à temperatura ambiente, por 2 h. A seguir, a placa foi lavada conforme 

descrito acima e 100 µL dos sobrenadantes gerados e do TNF-α recombinante humano (R 

& D Systems), em diferentes concentrações, foram adicionados à placa. Após 2 h de 

incubação à temperatura ambiente seguiu-se nova lavagem da placa, sendo adicionado o 

anticorpo revelador policlonal de coelho anti-TNF-α humano conjugado com biotina (R & 

D Systems) na concentração de 100 ng/mL em PBS contendo 0,1% BSA, seguindo-se 

incubação por 2 h à temperatura ambiente. A placa foi então lavada 4 vezes com PBST e 

incubada com estreptoavidina conjugada com peroxidase (Sigma), na concentração de 2 

ug/mL por 60 min a 37ºC. Lavou-se novamente a placa com PBST e adicionou-se 100 µL 

do substrato enzimático, constituído por 12,5 mL de tampão citrato-fosfato 0,1M, pH 5,0 

contendo 1mg/mL do revelador ortofenilenodiamina (Sigma) e 10 µL de H2O2 a 30% 

(Sigma). As placas foram incubadas à temperatura ambiente por 15 min, a reação foi 

bloqueada pela adição de 50µL de ácido sulfúrico 2M e a leitura da placa realizada em 

leitor de ELISA (Multiskan) com comprimento de onda de 492 nm. Os níveis de TNF-α 

no sobrenadante de cultura de monócitos foram calculados, utilizando-se curva padrão, 

obtida com TNF-α recombinante humano (R & D Systems), em concentrações variando 

de 15 pg/mL a 2000 pg/mL. 

 
 

3.8. Análise Estatística 

 Os resultados referentes ao efeito do IFN-γ e do sistema complemento sobre a 

atividade fungicida de monócitos desafiados com P. brasiliensis, bem como a produção de 

TNF-α por essas células foram analisados empregando-se o teste de análise de variância 

(ANOVA) para amostras dependentes, através do programa estatístico INSTAT, 3.05 



(Graph-Pad, San Diego, CA, USA). O nível de significância adotado para os testes 

empregados foi de 5%. 

 



4. RESULTADOS 

 

4.1. Padronização da concentração de IFN-gama para estudo da atividade fungicida 

de monócitos contra P.brasiliensis 

 

Inicialmente as culturas de monócitos humanos foram tratadas com concentrações 

de IFN-γ variando de 50 a 1000 UI/mL, para escolha da melhor dose capaz de induzir a 

atividade fungicida. As células foram incubadas na presença ou ausência de IFN-γ por 

24h, conforme descrito no item 3.5 de material e métodos e desafiadas com células 

leveduriformes viáveis de P.brasiliensis, opsonizadas com 10% de soro autólogo fresco, 

na proporção monócito:fungo de 1:1 e 50:1 (Figura 1). Os resultados mostram que a 

atividade fungicida de monócitos incubados com 500 UI/mL de IFN-γ  foram 

significativamente maiores em comparação com as culturas controle, não estimuladas e as 

estimuladas com IFN-γ  nas concentrações de 50, 100 e 300 UI/mL. Os valores obtidos 

pela estimulação com 500 UI/mL de IFN-γ  não apresentaram diferença estatisticamente 

significativa em relação à dose de 1000 UI/mL da citocina. Esses resultados sugerem um 

efeito dose-dependente do IFN-γ sobre a atividade fungicida dos monócitos humanos. Em 

vista desses resultados escolhemos a dose de 500 UI/mL de IFN-γ  para o estudo da 

atividade fungicida de monócitos contra P.brasiliensis opsonizados com sistema 

complemento. 
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Figura 1. Atividade fungicida de monócitos humanos estimulados ou não com diferentes 

concentrações de Interferon-gama (IFN) e desafiados com células leveduriformes de 

P.brasiliensis (Pb18) tratadas com meio RPMI suplementado com 10% de soro humano 

fresco, não inativado na proporção monócito:fungo de 1:1 e 50:1.  Os valores representam 

a média + erro padrão dos resultados obtidos de 10 indivíduos saudáveis. 

* (p<0,05) vs C, 50 UI/mL, 100 UI/mL e 300 UI/mL (Anova) 

 

 

4.1. Avaliação da recuperação de fungos viáveis 

  
 Nas figuras 2 e 3 são apresentados os resultados da média + erro padrão de 

recuperação das unidades formadoras de colônia (UFC) de fungos viáveis a partir de 

culturas de monócitos ativados ou não com interferon-gama e desafiados com a amostra 

Pb18, nas proporções monócito:fungo de 1:1 e 50:1 respectivamente. 

 Os resultados mostram que, em ambos os tratamentos monócitos:fungo, a 

recuperação de fungos viáveis foi significativamente menor nas co-culturas de monócitos 

ativados por IFN-γ e desafiados com Pb18 opsonizados com soro humano fresco (SF-IFN) 

quando comparada às demais culturas contendo apenas Pb18 (SI-Pb, SS-Pb, SF-Pb) ou às 

* 

* 



culturas de monócitos pré-tratadas ou não com IFN-γ e infectadas com Pb18 não 

opsonizado (SS-IFN, SS-Mo) ou tratado com soro inativado (SI-IFN; SI-Mo). A 

incubação do fungo com meio RPMI sem soro ou com meio RPMI adicionado de soro 

humano inativado, não apresentou efeito sobre a capacidade dos monócitos em matar o 

fungo.  

 Não foram observadas diferenças significativas entre os resultados da recuperação 

de fungos viáveis nas culturas de monócitos pré-tratados ou não com IFN-γ e desafiados 

com células leveduriformes de P.brasiliensis opsonizadas com soro fresco (SF-Mo e SF-

IFN). A baixa recuperação de fungos nessas culturas sugere o papel do sistema 

complemento na atividade fungicida de monócitos contra o P.brasiliensis.  
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Figura 2. Recuperação de fungos viáveis a partir de monócitos humanos estimulados ou 

não com 500 UI/mL de Interferon-gama (IFN) e desafiados com células leveduriformes de 

P.brasiliensis (Pb) tratadas com meio RPMI sem soro (SS), RPMI com 10% de soro 

humano fresco (SF) ou RPMI com 10% de soro humano inativado (SI), na proporção 

monócito:fungo de 1:1.  Os valores representam a média + erro padrão dos resultados 

obtidos de 10 indivíduos saudáveis. 

* (p<0,01) vs (Pb, Mo, IFN) SI; (Pb, Mo, IFN) SS; (Pb) SF 
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Figura 3. Recuperação de fungos viáveis a partir de monócitos humanos estimulados ou 

não com 500 UI/mL de Interferon-gama (IFN) e desafiados com células leveduriformes de 

P.brasiliensis (Pb) tratadas com meio RPMI sem soro (SS), RPMI com 10% de soro 

humano fresco (SF) ou RPMI com 10% de soro humano inativado (SI), na proporção 

monócito:fungo de 50:1.  Os valores representam a média + erro padrão dos resultados 

obtidos de 10 indivíduos saudáveis. 

* (p<0,01) vs (Pb, Mo, IFN) SI; (Pb, Mo, IFN) SS; (Pb) SF 

 

 

4.2. Avaliação da atividade fungicida 

 

 Os resultados da atividade fungicida de monócitos humanos contra P.brasiliensis 

na proporção monócito:fungo de 1:1 e de 50:1 estão representados na Figura 4. Os valores 

da atividade fungicida de monócitos contra P.brasiliensis foram semelhantes nas duas 

proporções monócito-fungo empregadas. Os valores da atividade fungicida mostram que 

apenas monócitos tratados com IFN-γ e desafiados com Pb18 opsonizado com soro fresco 

(SF-IFN) apresentam capacidade fungicida significativamente mais elevada do que células 

desafiadas com o fungo não opsonizado (SS) ou tratado com soro inativado (SI). Mesmo o 

tratamento prévio dos monócitos com IFN-γ não estimulou a atividade fungicida contra o 

Pb18 não opsonizado (SS-IFN) ou tratado com soro humano inativado (SI-IFN). Os 

*

*



valores da atividade fungicida de monócitos contra P.brasiliensis foram semelhantes nas 

diferentes proporções monócito-fungo empregadas. 

O cultivo de monócitos na presença da citocina, seguido do desafio com as células 

leveduriformes opsonizadas com soro fresco (SF-IFN) levou à maior atividade fungicida 

em comparação com as células não tratadas com IFN-γ (SF-Mo). Esses resultados 

sugerem que a ativação de monócitos com IFN-γ aumenta a capacidade fungicida dessas 

células contra o fungo. Embora a atividade fungicida de monócitos não estimulados com 

IFN-γ e desafiados com Pb18 opsonizado com soro fresco (SF-Mo) seja 

significativamente menor do que as células pré-tratadas com IFN-γ nessas mesmas 

condições, essa atividade foi mais elevada em comparação com as células tratadas ou não 

com IFN-γ e desafiadas com células leveduriformes não opsonizadas  (SS-IFN) ou 

opsonizadas com soro inativado (SI-IFN). Esses resultados indicam o importante papel do 

sistema complemento na capacidade lítica de monócitos contra o P.brasiliensis. 
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Figura 4. Atividade fungicida de monócitos humanos estimulados ou não com 500 UI/mL 

de Interferon-gama (IFN) e desafiados com células leveduriformes de P.brasiliensis 

tratadas com meio RPMI sem soro (SS), RPMI com 10% de soro humano fresco (SF) ou 

RPMI com 10% de soro humano inativado (SI), na proporção monócito:fungo de 1:1 e 

50:1.  Os valores representam a média + erro padrão dos resultados obtidos de 10 

indivíduos saudáveis. 

+ (p<0,05) vs (Mo, IFN) SI; (Mo, IFN) SS 

* (p<0,01) vs (Mo, IFN) SI; (Mo, IFN) SS; (Mo) SF 
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4.3. Determinação de TNF-alfa no sobrenadantes de cultura de monócitos desafiados 

com P.brasiliensis 

 

 Na Figura 5 observa-se que o desafio das culturas de monócitos com células 

leveduriformes de P.brasiliensis opsonizadas com soro fresco levou à produção de níveis 

de TNF-α significativamente mais elevados do que os obtidos nas culturas controle não 

infectadas com o fungo, tratadas ou não com IFN-γ (Cs/IFN; Cc/IFN) e em relação aos 

níveis detectados após desafio com Pb18 não opsonizado (SS) ou opsonizado com soro 

inativado (SI). O pré-tratamento dos monócitos com IFN-γ seguido do desafio com Pb18 

opsonizado com soro fresco induziu a liberação de níveis significativamente mais altos da 

citocina, em relação a todos os demais tratamentos. A estimulação prévia com IFN-γ de 

monócitos desafiados com Pb18 não opsonizado (SS) ou opsonizado com soro inativado 

(SI) levou à produção de baixos níveis de TNF-α, cujos valores foram estatisticamente 

diferentes apenas em relação aos detectados nas culturas controle. Quando as culturas 

foram estimuladas com LPS, utilizado como estímulo controle positivo, a concentração de 

TNF-α foi significativamente maior do que nas culturas previamente tratadas com IFN-γ, 

sugerindo um efeito modulador positivo do IFN-γ sobre a capacidade de produção de 

TNF-α pelos monócitos. 
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Figura 7. Fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) produzido por monócitos humanos 

estimulados ou não com 500 UI de Interferon-gama (IFN) e desafiados com células 

leveduriformes de P.brasiliensis tratadas com meio RPMI sem soro (SS), RPMI com 10% 

de soro humano fresco (SF) ou RPMI com 10% de soro humano inativado (SI), na 

proporção monócito:fungo de 50:1.  Os valores representam a média + erro padrão dos 

resultados obtidos de 10 indivíduos saudáveis. 

* (p < 0,05) vs C (s/IFN, c/IFN);  
+ (p < 0,05) vs SI, SS (s/IFN; c/IFN) 
@ (p < 0.01) vs SF(s/IFN) 
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5. DISCUSSÃO 

Neste trabalho avaliamos o efeito do sistema complemento sobre a atividade 

fungicida e a produção de TNF-α por monócitos humanos previamente ativados ou não 

com IFN-γ e desafiados com a cepa virulenta de P.brasiliensis opsonizada com soro 

humano.   

Inicialmente as células fúngicas foram incubadas a 37 oC por 30 min com meio 

RPMI suplementado com 10% de soro humano fresco, não inativado, ou com meio RPMI 

contendo 10% de soro humano inativado por aquecimento ou ainda com meio RPMI sem 

soro. A seguir essas suspensões fúngicas foram utilizadas para desafiar monócitos 

humanos obtidos de indivíduos saudáveis na proporção monócito-fungo de 50:1. A análise 

dos resultados revelou que esse procedimento permitiu a recuperação de número elevado 

de células leveduriformes viáveis. Apenas monócitos previamente tratados ou não com 

IFN-γ e desafiados com Pb18 opsonizado com soro fresco, não inativado, apresentaram 

capacidade fungicida significativamente mais elevada em relação às células desafiadas 

com o fungo não opsonizado ou tratado com soro inativado. 

Esses resultados sugerem que a ativação de monócitos com IFN-γ aumenta a 

capacidade fungicida dessas células contra o fungo, quando as células fúngicas são 

opsonizadas pelo sistema complemento e confirmam estudos anteriores, que relatam 

ausência de atividade fungicida de monócitos humanos contra a cepa virulenta Pb18 de 

P.brasiliensis. Atividade fungicida eficiente só é obtida após ativação de monócitos com 

IFN-γ ou após ação sinérgica de IFN-γ e TNF- α (CALVI et al., 2003; CARMO et al., 

2006; NASCIMENTO et al., 2005).  A atividade fungicida de macrófagos derivados de 

monócitos contra Histoplasma capsulatum mostrou ser dependente da concentração de 

IFN-γ  para ativação dessas células (BRUMMER et al., 1991). VECCHIARELLI et al. 



(1989) demonstraram que macrófagos alveolares humanos e monócitos do sangue 

periférico são capazes de matar C.albicans após ativação com IFN-γ, IL-1 ou LPS.   

Já está bem estabelecido na literatura, que uma eficiente atividade fungicida de 

monócitos e macrófagos está relacionada com a produção de níveis elevados de TNF-α, 

detectados após pré-ativação com IFN-γ, resultando na morte de microrganismos tais 

como Listeria monocytogenes (LANGERHANS et al., 1992), Leishmania major (GREEN 

et al., 1990) e H. capsulatum  (WU-HSIEH et al., 1992). Além disso, um efeito sinérgico 

de ambas citocinas é necessário para ativar monócitos do sangue periférico para killing de 

Legionella pneumophila (MATSIOTA-BERNARD et al., 1993), Leishmania donovani 

(REINER et al., 1990) e Coccidioides immitis (BEAMAN, 1991).  

Estudos sobre os mecanismos envolvidos na atividade fungicida de monócitos 

humanos contra P.brasiliensis demonstraram a participação de H2O2 no mecanismo efetor 

dessas células após ativação com IFN-γ e TNF-α.  Segundo CALVI et al. (2003) H2O2 

parece ser um metabólito importante para a atividade fungicida de monócitos estimulados 

por IFN-γ e TNF-α e CARMO et al. (2006), atribuiram a atividade fungicida de monócitos 

humanos, estimulados por TNF-α ou TNF-α associado a IFN-γ sobre Pb18 à produção de 

H2O2 , uma vez que esse processo foi inibido significativamente na presença de catalase. 

Porém, o mesmo não ocorreu na presença de inibidores de O2
- ou de NO, sugerindo que  

H2O2 participa da atividade fungicida, enquanto NO não parece estar diretamente 

envolvido na morte de P.brasiliensis por monócitos humanos. Em trabalho recente 

RODRIGUES et al. (2007) demonstraram o envolvimento de H2O2  na atividade fungicida 

de  neutrófilos humanos contra P.brasiliensis, quando essas células foram ativadas in vitro 

por IFN-γ, TNF- α ou GM-CSF. A inibição dessa atividade na presença de catalase e de 

superoxido dismutase mostra que H2O2 e O2
- participam como moléculas efetoras nesse 

processo. Monócitos humanos não estimulados com citocinas e desafiados com cepas de 



alta e baixa virulência de P.brasiliensis, produzem níveis significativamente menores de 

H2O2 durante a infecção com a cepa virulenta, em comparação com a cepa pouco 

virulenta, podendo esse efeito ser considerado mecanismo de escape do P.brasiliensis 

contra os mecanismos efetores dos monócitos. A recuperação da capacidade de produção 

de H2O2 quando os monócitos foram pré-tratados com indometacina sugere que a baixa 

atividade fungicida contra cepa virulenta poderia ser resultante da produção de 

prostaglandina induzida pelo fungo, com conseqüente inibição da produção de H2O2 pela 

célula (BORDON et al., 2007). 

Por outro lado, trabalhos realizados com macrófagos alveolares e peritoneais 

murinos, mostram que essas células matam P.brasiliensis por mecanismo independente do 

metabolismo oxidativo (BRUMMER et al., (1988; 1988a). Além disso, a produção de NO 

tem sido descrita como eficiente na inibição da replicação e na morte de P.brasiliensis 

(BOCCA et al., 1998; GONZALEZ et al. 2000; JIMENEZ et al., 2006; NASCIMENTO et 

al., 2002) e de outros fungos como C.albicans (VAZQUEZ-TORRES et al. 1996) e 

C.neoformans (ALSPAUGH & GRANGER, 1991) por fagócitos mononucleares murinos. 

Por outro lado o papel do NO na atividade antifúngica de células humanas não está ainda 

bem definido. A secreção de NO e a expressão da enzima óxido nítrico sintase induzível 

(iNOS), envolvida na conversão de L-arginina em NO por monócitos humanos, tem 

apresentado resultados controversos na literatura (DENIS, 1994; ALBINA 1995; 

MacMICKING et al., 1997; SCHNEEMANN et al., 1993). Esse metabólito não parece 

estar envolvido na morte de  C.neoformans (CAMERON et al., 1990), A.fumigatus 

(MICHALISZYN et al., 1995), H.capsulatum (DESAI et al., 1995) e de P.brasiliensis 

(CARMO et al., 2006). Entretanto, a expressão de iNOS foi descrita por macrófagos e 

células gigantes presentes em granulomas de linfonodos e mucosa oral de pacientes com 

PCM (NEWORAL et al., 2003). Assim, o envolvimento de NO na morte de P.brasiliensis 



não está ainda claramente definido e merece maiores estudos. Além disso, macrófagos 

podem destruir microrganismos por mecanismos não oxidativos, tais como acidificação 

dos fagossomas, lisozima, proteínas catiônicas e componentes do sistema complemento 

(KAGAYA et al., 1992; MOONIS et al., 1992).  

Ao contrário da literatura, nossos resultados mostram que monócitos não 

estimulados com IFN-γ e desafiados com Pb18 tratado com soro fresco apresentam 

atividade fungicida significativamente mais elevada em comparação com células 

estimuladas ou não com IFN-γ  e desafiadas com o fungo tratado com soro inativado ou 

sem soro. Essa atividade, embora significativamente menor do que a obtida após 

tratamento com IFN-γ indica o importante papel do sistema complemento na atividade 

fungicida contra o P.brasiliensis.  

O sistema complemento participa na defesa contra infecções fúngicas, promovendo 

quimiotaxia, opsonização das leveduras e fagocitose por células inflamatórias (GRUBER 

et al., 1998; LEVITZ, 2002; TRIEBEL et al., 2003; YAMAMURA & VALDIMARSSON, 

1977). A fagocitose de C.albicans e de C.neoformans é dependente da opsonização do 

fungo por componentes do complemento e, é acentuadamente reduzida após inativação do 

soro por aquecimento a 56oC (BOLANOS & MITCHELL, 1989; FERRANTE & 

THONG, 1979; KOZEL et al., 1988). 

A opsonização é um pré-requisto para a fagocitose por monócitos, macrófagos e 

células polimorfonucleares (STURTEVANT & LATGÉ, 1992). Portanto, a deposição do 

componente C3 e sua degradação na parede celular de fungos patogênicos se constitui no 

evento central da interação entre o fungo e o hospedeiro humano (SPETH et al., 2004). 

Vários trabalhos têm mostrado que macrófagos humanos expressam o receptor para 

complemento CR3, que reconhece iC3b, o fragmento de C3 predominante em fungos 

opsonizados com soro humano como C.neoformans (KELLY et al., 2005; ZARAGOZA et 



al., 2003) e Blastomyces dermatitidis (ZHANG & KLEIN, 1977; ZHANG et al., 2001).  

Em relação ao P.brasiliensis tem sido descrito que células fúngicas têm a capacidade de 

ativação do sistema complemento tanto pela via clássica como alternativa in vitro (MUNK 

et al., 1992), resultando na opsonização e fagocitose do fungo por macrófagos (CALICH 

et al., 1979). A incubação de células leveduriformes da amostra Pb18 opsonizadas com 

soro humano normal leva à ativação do complemento in vitro e ligação de C3b, iC3b, C4 e 

C5b-C9 na superfície do fungo (MUNK & DA SILVA, 1992). JIMENEZ et al. (2006), 

estudando a importância dos receptores para manose e C3 do sistema complemento na 

fagocitose de conídios de P.brasiliensis por linhagens de macrófagos murinos, mostraram 

que a opsonização com soro de camundongos não inativado aumentou a capacidade 

fagocítica dessas células. 

Entretanto, até o momento não se conhece o papel da opsonização do P.brasiliensis 

por componentes do complemento sobre a atividade fungicida de monócitos contra o 

fungo. Os resultados do presente trabalho mostram que a atividade fungicida de monócitos 

ativados por IFN-γ só é efetiva contra células fúngicas opsonizadas com soro humano não 

inativado, não ocorrendo após tratamento do fungo com soro inativado e na ausência de 

complemento. Segundo DREVETS et al. (1996) o estímulo com TNF- α e IFN-γ aumenta 

a expressão do receptor CR3 para complemento em macrófagos peritoneais, levando ao 

aumento intenso na fagocitose e atividade microbicida contra L.monocytogenes 

opsonizada com soro não inativado. Essas atividades são inibidas quando a bactéria é 

opsonizada por soro depletado de complemento ou por incubação com anticorpo 

monoclonal anti-CR3. O aumento da expressão de CR3 e da fagocitose mediada por esse 

receptor são mecanismos pelos quais TNF-α e IFN-γ estimulam macrófagos a matar 

patógenos intracelulares. Estudos futuros sobre o mecanismo envolvido na atividade 



fungicida de monócitos contra células fúngicas de P.brasiliensis, opsonizadas por 

complemento, serão importantes para compreensão desse processo. 

A associação entre atividade fungicida e produção de TNF-α por monócitos 

ativados por IFN-γ e desafiados com P.brasiliensis opsonizados com soro fresco, 

demonstrada no presente trabalho, corrobora resultados prévios descritos na literatura.  Os 

resultados demonstram que uma atividade fungicida eficiente é obtida após ativação com 

IFN-γ ou por ativação sinérgica de monócitos com IFN-γ e TNF- α (CALVI et al., 2003).  

Esse efeito é dependente da produção de TNF- α pelas células previamente ativadas pelas 

citocinas (CALVI et al., 2003; CARMO et al., 2006).  

Nossos resultados obtidos na infecção in vitro de monócitos de indivíduos 

saudáveis, com a amostra virulenta de P. brasiliensis, demonstraram que o fungo é capaz 

de estimular diretamente a síntese de TNF- α.  Estudos anteriores em nosso laboratório, 

avaliando a cinética de produção de TNF-α por monócitos humanos (KUROKAWA et al., 

2007) e por macrófagos peritoneais de hamsters (PARISE-FORTES et al., 2000) 

infectados com Pb18, demonstraram que os níveis mais elevados da citocina são obtidos 

no período de 18h de co-cultivo do fungo com a célula fagocitária. Produção elevada de 

TNF-α também foi observada por FIGUEIREDO et al. (1993), após desafio de 

camundongos com fração F1 da parede celular das cepas Pb18 e Pb265 de P. brasiliensis. 

Assim, pode-se considerar que a parede celular do P. brasiliensis estaria estimulando a 

produção de TNF- α e a resposta imunológica do hospedeiro.  

No presente trabalho, níveis mais elevados de TNF- α foram obtidos quando do 

desafio com o fungo opsonizado com soro não inativado, em comparação ao tratamento 

com soro inativado ou na ausência de soro.  Mesmo sem o estímulo prévio com IFN-γ os 

monócitos desafiados com Pb18 opsonizado com soro fresco produziram níveis mais 

elevados de TNF, sugerindo participação do sistema complemento na ativação dos 



monócitos para produção da citocina. Esses resultados concordam com trabalhos da 

literatura, que demonstraram ser a produção de TNF- α por monócitos do sangue 

periférico estimulados com C.neoformans ou componentes da cápsula polissacarídica do 

fungo, dependente da presença do sistema complemento nos ensaios realizados. Amostras 

clínicas de C.neoformans foram incubadas sob diferentes condições de opsonização e 

empregadas para estimular células mononucleares do sangue periférico de indivíduos 

saudáveis. Na ausência de soro, os níveis de TNF- α  induzidos pelas células fúngicas 

eram baixos e semelhantes aos obtidos a partir de células não estimuladas. O soro humano 

normal, não inativado, aumentava a produção da citocina, enquanto a inativação do soro 

por aquecimento praticamente eliminava a capacidade do fungo induzir a produção de 

TNF- α (CHAKA et al., 1997).  A síntese de TNF- α  por macrófagos e monócitos 

estimulados com outros microrganismos como Penicillium marneffei 

(RONGRUNGRUANG & LEVITZ, 1999) e estreptococos do Grupo B (LEVY et al., 

2003) só ocorre quando os microrganismos são opsonizados com soro não inativado, 

sugerindo que fatores presentes no soro são necessários para estimular a liberação da 

citocina por essas células. A produção de TNF- α pelos monócitos, induzida por 

estreptococos opsonizado com soro fresco era inibida pela incubação dessas células com 

anticorpo monoclonal anti-CR3 ou CR4, sugerindo ativação da via alternativa do 

complemento. Segundo LEVY et al. (2003) a capacidade do soro ou plasma em amplificar 

a produção de TNF- α por monócitos murinos depende da ativação do complemento pela 

via alternativa pelo microrganismo e da ligação de C3 ao receptor CR3 e CR4, que levam 

à ativação dessas células. 

Em conjunto, os resultados do presente trabalho mostram que o desafio de 

monócitos humanos, obtidos de indivíduos saudáveis, com células leveduriformes de 

P.brasiliensis opsonizadas com soro humano normal, não inativado, leva à produção de 



níveis elevados de TNF-α e à atividade fungicida, sugerindo a participação de 

componentes do sistema complemento, na ativação de monócitos para uma eficiente 

atividade fungicida. Essa capacidade é aumentada quando as células são pré-ativadas com 

IFN-γ antes do desafio com o fungo. Considerando que o P.brasiliensis ativa o 

complemento pela via alternativa, sendo observado depósito de componentes de C3 na sua 

parede celular (MUNK & DA SILVA, 1992), estudos envolvendo componentes dessa via 

de ativação e seus receptores na superfície de monócitos permitirão melhor compreensão 

dos mecanismos envolvidos na ativação de monócitos pelo P.brasiliensis e sua 

importância na relação patógeno-hospedeiro.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6. CONCLUSÕES 

1. Monócitos humanos desafiados com células leveduriformes de P.brasiliensis 

opsonizadas com soro humano normal, não inativado, produzem níveis elevados de 

TNF-α e apresentam atividade fungicida eficiente contra o fungo. 

 

2. A pré-ativação de monócitos com IFN-γ induz aumento da atividade dessas 

células, demonstrada por maior produção de TNF-α e da atividade fungicida em 

comparação com células não estimuladas com IFN-γ.  

 

3. O desafio de monócitos com células leveduriformes de P.brasiliensis não 

opsonizadas ou tratadas com soro humano normal inativado induz baixa produção 

de TNF-α e não estimula a atividade fungicida dessas células, sugerindo a 

participação de componentes do sistema complemento na ativação de monócitos 

para uma atividade fungicida eficiente. 
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