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A paracoccidioidomicose é uma micose sistêmica que se 

manifesta endemicamente na maioria dos países da América Latina, 

especialmente Brasil, Argentina, Colômbia e Venezuela. Seu agente 

etiológico, o Paracoccidiodes brasiliensis, é um fungo imperfeito e 

dimórfico, que se apresenta sob a forma de levedura in vivo e quando 

cultivado a 37ºC em meios de cultura enriquecidos, e na forma de 

micélio à temperatura ambiente com variação de 4 a 28ºC 1. 

Afeta principalmente trabalhadores rurais, que estão 

constantemente em contato com a vegetação e o solo. Na forma aguda 

da doença, jovens de ambos os sexos são afetados proporcionalmente. 

Porém, na forma crônica do adulto há predominância de homens com 

número reduzido de mulheres afetadas, sendo esse processo relacionado 

a um efeito protetor promovido pelos hormônios femininos. Estudos in 

vitro demonstram que estrógenos atuam inibindo a transformação de 

micélios ou conídios em leveduras, evento que proporciona a instalação 

da infecção 2,3.  Paralelamente, foi demonstrada a presença de 

receptores para estrógeno tanto na fase micelial como na leveduriforme 

do fungo 4,5. 

Acredita-se que os agentes infectantes do P. brasiliensis sejam 

propágulos micelianos presentes em água, plantas e solo, que 

penetrariam no hospedeiro pelas vias aéreas, atingindo primeiramente os 

pulmões, provocando o chamado complexo primário pulmonar.  Esse 

processo pode evoluir para a cura ou tornar-se latente caracterizando a 

paracoccidioidomicose-infecção, identificada pela ausência de sinais ou 

sintomas clínicos, embora ocorra o desenvolvimento de uma resposta 

imune específica, que pode ser evidenciada pelo teste intradérmico com 

paracoccidioidina 6. Ao contrário, o processo pode progredir para a 

paracoccidioidomicose-doença com conseqüente disseminação para 

outros órgãos como fígado, baço e adrenais pela via linfo-hematogênica 
7. As manifestações clínicas da micose podem ser agrupadas em dois 

padrões que definem as formas aguda e crônica da doença. A forma 

aguda é habitualmente severa, de evolução rápida e compromete o 
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sistema fagocítico mononuclear (baço, fígado, linfonodo e medula óssea).  

A forma crônica tem duração prolongada, instalação lenta e gradual e as 

lesões permanecem localizadas ou envolvem mais de um órgão ou 

sistema 8,9.  

O estabelecimento da doença, disseminação e gravidade 

dependem de fatores inerentes ao próprio fungo, como sua virulência, 

composição antigênica, das condições ambientais; e principalmente dos 

fatores ligados ao hospedeiro, como idade, sexo, estado nutricional, e 

principalmente capacidade de desenvolver uma resposta imune eficaz. 

Em relação a este fator, estudos clínicos e experimentais têm sugerido a 

interação entre mecanismos específicos e inespecíficos de defesa na 

determinação da resistência ao P. brasiliensis 8,10,11,12.  

A imunidade inespecífica ou inata apresenta grande importância 

no combate a fungos patogênicos. Dentre os vários mecanismos 

envolvidos nesta resposta, os representados pelas células fagocitárias 

desempenham papel central na resistência contra esses patógenos, com 

destaque para  a  participação na reação inflamatória e na atividade 

fungicida. Estas funções, no entanto, dependem de mecanismos de 

ativação dessas células, gerados pela interação com o próprio fungo ou 

com fatores da resposta imune inespecífica e específica, como a 

produção de citocinas 13,14,15.  

Neste contexto, macrófagos murinos ou monócitos humanos não 

ativados não apresentam atividade fungicida ou fungistática contra o P. 

brasiliensis, permitindo a multiplicação do mesmo no interior das células. 

Brummer et al.  16 demonstraram que macrófagos peritoneais e 

pulmonares de camundongos normais não ativados in vitro, são 

incapazes de limitar a multiplicação de leveduras do P. brasiliensis 

fagocitadas. As células fúngicas apresentaram intensa multiplicação no 

interior dos macrófagos, determinando a destruição dessa célula. Os 

autores discutem que este achado pode ter implicações importantes na 

patogênese da doença, sugerindo que, in vivo, provavelmente, o fungo 

se multiplique intracelularmente após a ingestão por macrófagos não 
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ativados, levando à destruição das células e a liberação de inúmeras 

formas de P. brasiliensis.  

De forma semelhante, Moscardi-Bacchi et al. 17, utilizando 

monócitos e macrófagos humanos normais, verificaram que estas células 

permitem o crescimento e a multiplicação intracelular do P. brasiliensis. 

Essa idéia é reforçada por estudos que avaliaram a capacidade fungicida 

de macrófagos alveolares de pacientes. Nos indivíduos que apresentavam 

teste intradérmico positivo a paracoccidioidina, os macrófagos mostraram 

capacidade de degradar o fungo, enquanto que nos pacientes com 

paracoccidioidina negativa, essa atividade não foi detectada, indicando 

que nos pacientes com resposta imune celular adequada, os macrófagos 

estariam sendo ativados, passando  a apresentar atividade contra o 

fungo 18. 

Esses resultados deixam clara a importância da ativação para 

que as células fagocitárias adquiram atividades antifúngicas. Nesse 

sentido, macrófagos murinos ativados por IFN-γ ou linfocinas não 

purificadas, adquirem a capacidade de digerir o fungo, podendo 

desempenhar funções efetoras importantes contra o P. brasiliensis 19,16. 

Cano et al.  20 verificaram que macrófagos cultivados em presença de 

linfocinas obtidas de células de baço de animais imunizados aumentaram 

a sua capacidade de destruir conídios, assim como inibiram a  

transformação de conídios em levedura 21. 

No que se refere a células humanas, os resultados obtidos por 

Moscardi-Bacchi et al. 17 revelam que monócitos e macrófagos de 

indivíduos normais quando ativados por IFN-γ inibem o crescimento 

intracelular do P. brasiliensis. De forma similar, trabalhos em nosso 

laboratório mostraram que a pré-incubação de monócitos com IFN-γ não 

induz essas células a uma eficiente atividade fungicida contra cepa 

virulenta do P. brasiliensis. Essa atividade é adquirida somente após pré-

incubação com TNF-α, ou TNF-α mais IFN-γ 22, bem como GM-CSF 23. 

Quando as células são desafiadas com cepa de baixa virulência, a pré-

ativação apenas com IFN-γ é suficiente para aquisição de uma eficiente 
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atividade fungicida, demonstrando que na dependência da cepa utilizada, 

o processo de ativação das células fagocitárias pode necessitar de sinais 

dados por diferentes citocinas.   

No que se refere aos mecanismos através dos quais os 

monócitos e macrófagos ativados exercem sua atividade fungicida, 

estudos em nosso laboratório demonstraram  que a atividade fungicida 

de monócitos humanos ativados  com TNF-α envolve a geração de 

metabólitos do oxigênio como o peróxido de hidrogênio (H2O2) 24.  Para 

os macrófagos murinos, os trabalhos têm demonstrado que a atividade 

antifúngica de macrófagos ativados com IFN-γ independe do metabolismo 

oxidativo, ocorrendo a  participação   dos metabólitos do nitrogênio como 

o NO 25. No entanto, trabalho recente  em nosso laboratório demonstrou 

que tanto a H2O2 como o NO participam da atividade fungicida de 

macrófagos murinos ativados com TNF-α ou IFN-γ  26. 

Os trabalhos citados acima deixam clara a necessidade de um 

processo de ativação das células mononucleares para a aquisição de 

atividade fungicida contra o P. brasiliensis. Esse processo pode ocorrer 

nas primeiras fases de interação do fungo, durante o desenvolvimento de 

uma resposta inata. As fontes das principais citocinas envolvidas, o IFN-γ 

e TNF-α, nesta fase, seriam as células NK para o IFN-γ 27,28 ou os 

próprios macrófagos alveolares, no caso do TNF.  Segundo Figueiredo et 

al.  29, tanto cepas de P. brasiliensis quanto frações da parede celular, 

ricas em β-glucanas são capazes de induzir níveis elevados de TNF-α, 

sendo possível sua detecção em soro de camundongos inoculados por via 

intraperitoneal com o fungo. As frações e a β-glucana purificada 

estimularam a secreção in vitro de TNF-α por macrófagos murinos, 

sugerindo que essa citocina é produzida em resposta ao P. brasiliensis e 

regulada por vários constituintes da parede celular do fungo.  Calvi et al.  
22, estudando pacientes com paracoccidioidomicose, verificaram que a 

produção de TNF-α por monócitos infectados, in vitro, com a cepa de 

menor virulência (Pb 265), induzia níveis mais elevados de TNF-α em 

comparação à cepa virulenta (Pb 18). Além disso, níveis mais elevados 



Introdução 

 

6

dessa citocina apresentaram correlação com a maior atividade fungicida 

dos monócitos, demonstrando a importância do TNF-α nesse mecanismo. 

Da mesma forma, a incubação de monócitos humanos com IFN-γ mais 

fração de parede do P.brasiliensis rica em beta glucana, induziu essas 

células a uma maior produção de TNF-α  com conseqüente aquisição de  

maior atividade fungicida 30. Assim, os níveis dessa citocina poderiam 

variar na dependência da virulência ou da composição da parede celular 

da cepa com a qual o indivíduo entra em contato, e conseqüentemente 

interferir na evolução da doença. 

Durante a evolução da infecção, as citocinas ativadoras podem 

ser geradas  por elementos da resposta imune adaptativa, como os 

linfócitos CD4 Th1. Vários trabalhos mostram que uma resposta protetora 

contra o P. brasiliensis depende de um padrão de resposta Th1 

envolvendo como principais citocinas o  IFN-γ , TNF-α e IL-12 31,32,33. 

Os trabalhos acima citados mostram o interesse da literatura em 

estabelecer os fatores de ativação e desativação, representados pelas 

citocinas, sobre as células fagocitárias mononucleares murinas e 

humanas, desafiadas com o P. brasiliensis. No entanto, outras células 

que merecem ser estudadas em relação a esses processos, são os 

neutrófilos, uma vez que a literatura tem chamado a atenção para o 

envolvimento dinâmico dessas células na defesa do hospedeiro contra os 

diversos microrganismos.  

Assim, sugere-se que logo após a infecção, o P. brasiliensis 

interaja com os macrófagos alveolares induzindo a liberação de 

quimiocinas, que atraem neutrófilos. Nesse sentido, peptídeos de baixo 

peso molecular, detectados no sobrenadante de macrófagos peritoneais 

murinos incubados com o P. brasiliensis são capazes de atrair neutrófilos 

para a cavidade peritoneal 34. Outros estudos mostraram uma associação 

entre as quimiocinas KC e MIP-1 α (CCL3) e a infiltração de neutrófilos 

durante a fase aguda da infecção 35. Provavelmente como resultado 

desses processos, uma infiltração maciça destas células têm sido 

encontrada nos sítios inflamatórios durante as fases iniciais da doença 36, 
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em lesões granulomatosas, com centros supurativos presentes na fase 

crônica 37  e naquelas observadas nas diferentes fases em animais de 

experimentação 10,38,39. Estudos utilizando animais depletados de 

neutrófilos durante as primeiras fases da infecção mostraram que essas 

células são extremamente importantes para os mecanismos de defesa do 

hospedeiro e que seus efeitos dependem do padrão genético do 

hospedeiro, sendo mais pronunciado nos animais com maior 

suscetibilidade 40.  

Vários trabalhos têm demonstrado a capacidade estimuladora de 

várias citocinas sobre o “burst” respiratório ou atividade citotóxica de 

neutrófilos. Entre elas podem ser citadas  IFN-γ, GM-CSF, IL-8, TNF-α e 

IL-15 41-47. 

A necessidade de um processo de ativação de neutrófilos para 

destruição de P. brasiliensis tem sido detectada em alguns trabalhos. 

McEwen et al. 48, demonstraram que neutrófilos de camundongos 

sensibilizados com P. brasiliensis e estimulados com o fungo morto por 

via intraperitoneal, apresentaram maior atividade fungicida in vitro.  

Meloni-Bruneri et al. 49, desenvolveram trabalho utilizando 

camundongos suscetíveis e resistentes à doença, infectados por via 

intraperitoneal e subcutânea “air pouch”. Os resultados demonstram que 

neutrófilos de camundongos resistentes encontram-se ativados e 

apresentam maior atividade fungicida contra o fungo, quando 

comparados com células de animais suscetíveis. Os autores ainda 

discutem que um intenso infiltrado neutrofílico quando da inoculação via 

“air pouch” esteve associado com resposta de hipersensibilidade  tardia 

em ambas as linhagens. No entanto, outros estudos mostraram que 

neutrófilos humanos não ativados apresentam atividade fungistática 50 e 

fungicida contra o P. brasiliensis 51.  No entanto, esses efeitos 

antifúngicos são significativamente aumentados após a ativação com 

IFN-γ, IL-1 e GM-CSF. As citocinas TNF-α e IL-8 não apresentaram efeito 

sobre essas atividades 50,52.   
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Em nosso laboratório, realizamos trabalho semelhante com o 

objetivo de avaliar o efeito de citocinas como IFN-γ , TNF-α e GM-CSF 

sobre a atividade fungicida de neutrófilos humanos desafiados in vitro 

com cepa de alta virulência do fungo 53. Além disso, os mecanismos 

antifúngicos efetores destas células foram avaliados, sendo este o 

primeiro trabalho na literatura com esse objetivo. Nossos resultados 

mostraram que neutrófilos não ativados não desenvolvem atividade 

antifúngica. No entanto, uma significativa atividade fungicida é obtida 

após a incubação com IFN-γ, TNF-α ou GM-CSF. Adicionalmente, os 

resultados mostraram a participação do ânion superóxido (O2
-) e H2O2 

como moléculas efetoras dos neutrófilos ativados contra o fungo.  

Em conclusão, os resultados dos trabalhos citados acima 

reforçam a idéia de que os neutrófilos possuem um envolvimento 

dinâmico na defesa do hospedeiro contra o P. brasiliensis  uma  vez  que  

as atividades dessas células podem ser reguladas por elementos da 

resposta imune inata e específica. Dentro deste contexto, outras 

citocinas merecem ser investigadas no sentido de avaliar seus efeitos 

reguladores sobre essas células. 

A IL-15 é uma citocina produzida por macrófagos e outras 

células não linfóides, incluindo os fibroblastos, queratinócitos, placenta e 

células endoteliais 54.  Essa citocina possui atividades biológicas 

semelhantes às da IL-2 atuando sobre várias células do sistema imune 

como os linfócitos T, T γ δ , B, células natural killer, eosinófilos, mas 

principalmente monócitos e neutrófilos.  A  similaridade funcional entre 

IL-15 e IL-2 pode ser explicada  pela semelhança entre  as subunidades 

dos receptores para essas citocinas.  

 A  interleucina-15 (IL-15) compartilha com a interleucina-2  

(IL-2) as cadeias beta (IL-2Rβ) e gamma (IL-2Rγ), sendo a cadeia  alfa 

específica para IL-15. Apesar das similaridades entre IL-15 e IL-2, essas 

citocinas regulam diferentes mecanismos do sistema imune. A IL-2 

modula  basicamente  a  resposta imune adquirida dependente de células 

T. Já, a participação da IL-15 na  resposta adaptativa, que  envolve  
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principalmente a  indução de uma resposta Th1, resulta de um amplo 

espectro das ações imunoregulatórias dessa citocina, na resposta imune 

inata 55.  Assim, durante uma resposta imune inata, essa citocina induz o 

desenvolvimento e ativa as células  NK, NKT, Tγ δ  e as fagocitárias como 

monócitos e neutrófilos 55-64. 

 As ações da IL-15 na resposta imune específica e inata fazem com 

que essa citocina tenha um importante envolvimento em infecções 

murinas e humanas por vários microrganismos, incluindo Toxoplasma 

gondii 65, Leishmania infantum 59,66,  Cryptococcus neoformans 64, 

Candida albicans,61,  Aspergillus fumigatus 67, Fusarium spp e 

Scedosporium spp 68,  Salmonella choleraesuis 58, Escherichia coli 69, 

Listeria monocytogenes 70, Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium 

leprae 60,71,72 e diferentes vírus como HIV 73, herpes-vírus 74,75 ou vírus 

da hepatite C 76. 

No caso de infecções por microrganismos intracelulares como 

algumas bactérias, protozoários e fungos, destacamos o papel da IL-15 

no mecanismo de ativação de monócitos/macrófagos e neutrófilos, que 

garante um importante mecanismo de defesa já em períodos precoces da 

infecção durante o desenvolvimento da resposta imune inata. Propõe-se 

que a IL-15, IL-12 e IL-18 produzidas por macrófagos e células 

dendríticas infectados, atuam em sinergismo  ativando células  NK  que  

aumentam a sua atividade citotóxica e  liberam IFN-γ, TNF-α e GM-CSF, 

citocinas ativadoras de monócitos e macrófagos.  Esse processo de 

ativação pode ocorrer também via liberação de IFN-γ por células NKT e 

gamma delta, estimuladas por IL-15 77,63.  Além disso, a atuação da IL-

15 em sinergismo com as outras citocinas como a IL-18 e IL-12, com 

conseqüente liberação de IFN-γ durante a resposta imune inata é 

responsável pela indução da resposta imune especifica de células Th1 e 

CD8+ contra microrganismos intracelulares 63 .  

 Os trabalhos relatados acima mostram a importância da IL-15 no 

processo de ativação das células fagocitárias atuando indiretamente, 

através da indução da produção de IFN-γ por células da imunidade inata. 
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No entanto vários outros trabalhos mostram a capacidade da IL-15 em 

ativar essas células diretamente, de uma forma autócrina. 

Assim, essa citocina induz aumento na produção de quimiocinas 

como a IL-8 e proteína quimiotática para monócitos (MCP-1) levando a 

um acúmulo de neutrófilos e monócitos nos sítios inflamatórios 62. 

Adicionalmente, vários trabalhos têm demonstrado que macrófagos 

monócitos ou neutrófilos primados com IL-15 e desafiados com 

microrganismos, particularmente fungos como C. albicans 61,78, C. 

neoformans 64, A. fumigatus 67, Fusarium spp e  Scedosporium spp 68 

aumentam significativamente sua atividade microbicida. Considerando os 

resultados acima, torna-se extremamente importante o desenvolvimento 

de trabalhos com objetivo de verificar o papel da IL-15 nos mecanismos 

de defesa do hospedeiro contra o P. brasiliensis, com enfoque para a sua 

atuação sobre as células fagocitárias. 
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1- Avaliar o efeito da IL-15 sobre a atividade fungicida de neutrófilos 

humanos desafiados com cepa virulenta  do  P. brasiliensis . 

 

2- Avaliar se a atividade fungicida induzida pela IL-15 ocorreria via 

liberação de metabólitos do oxigênio como ânion superóxido e 

peróxido de hidrogênio. 

 

3- Avaliar se essa atividade estaria associada a alterações nos níveis 

das citocinas IL-8 e TNF-α. 
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3.1 INDIVÍDUOS TESTADOS 

 

Foram avaliados neutrófilos do sangue periférico de 20 indivíduos 

normais, doadores do banco de sangue do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. 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. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu, 

UNESP (OF. 394/2005-CEP). 

 

3.2 ISOLAMENTO E CULTURA DE NEUTRÓFILOS HUMANOS 

 

Sangue periférico de indivíduos normais foi obtido por punção 

venosa, sendo 20mL colocados em tubos de ensaio estéreis contendo 20 

U/mL de heparina (Liquemine-Roche). As amostras foram deixadas em 

repouso por 30 minutos em 20mL de solução de dextran 3% diluído em 

NaCl 0,85% para sedimentação das hemácias. O sobrenadante rico em 

células foi centrifugado por 5 minutos a 200 xg. O “pellet” obtido foi 

ressuspenso em 5mL de PBS,  pH 7.2.  A suspensão celular foi 

transferida para um gradiente de Ficoll-Hypaque. O sedimento contendo 

polimorfonucleares e hemáceas foi lavado com 0,2% de NaCl por 1 

minuto, e 1,6% de NaCl por 5 minutos e centrifugados a 200 xg para lise 

das hemáceas. Esse procedimento foi repetido por 3 vezes. Após esse 

processo, a suspensão celular foi ressuspensa em meio de cultura de 

células completo: MCCC (RPMI 1640 Gibco Laboratories, Grand Island, 

N.Y.), suplementado com 2mM de L-glutamina (Sigma Chemical Co, ST 

Louis, MO, USA), 40 ug/mL de gentamicina  e 10% de soro autólogo 

inativado, sendo a identificação e a viabilidade celular realizada 

adicionando 50uL da  suspensão celular em 50uL do corante azul tripan 

0,2%. Em seguida, foi ajustada a concentração para 2x106 

neutrófilos/mL, com posterior plaqueamento da suspensão celular 



Material e Métodos 

 

15

(100µL/orifício) em placas de microculturas de fundo chato com 96 

orifícios, para os ensaios de atividade fungicida, dosagem de H2O2 
 e O2

-. 

Nos ensaios para dosagem de citocinas essa mesma suspensão foi  

distribuída em placas de microculturas de 96 orifícios ( 100µL/orifício).  

As células foram incubadas durante 18 horas, em tensão de 5% de CO2  a 

37°C, na presença ou não de IL-15 recombinante humana nas  diferentes 

concentrações: 12,5, 25, 50, 100, 250 ng/mL 

 

3.3 CULTIVO DO P. brasiliensis 

 

Foi utilizada a cepa de alta virulência de P. brasiliensis (Pb18) 

mantida em nosso laboratório através do cultivo em meio (GPY), 

contendo 2% de glicose, 1% de peptona e 0,5% de extrato de levedura à 

37ºC, em tubos de 20x20 mm, com subcultivos semanais. As culturas 

foram utilizadas após 5  ou 6 dias de cultivo.  

 

3.4 TESTE DE VIABILIDADE E OBTENÇÃO DAS SUSPENSÕES DE P. 
brasiliensis 

 

Células leveduriformes de P. brasiliensis foram cultivadas conforme 

descrito acima. Após o crescimento, essas células foram removidas da 

superfície de cultivo com auxílio de alça de platina e transferidas para 

tubos estéreis contendo pérolas de vidro de 4 mm de diâmetro e 

aproximadamente  10mL de meio RPMI, com posterior homogeneização 

em agitador de tubos tipo Vortex por 30 segundos. Em seguida, as 

suspensões celulares foram mantidas a 37ºC durante 3 minutos para 

sedimentação de grumos não desfeitos durante a agitação. 

Após este período, os sobrenadantes dessas suspensões foram 

coletados, sendo alíquotas dos mesmos utilizados para contagem em 

câmara hemocitométrica tipo Neubauer, utilizando microscópio com 

contraste de fase.  Foram consideradas como células viáveis as que 

apresentaram aspecto brilhante (refringente), uma vez que as células 
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mortas apresentam coloração escura.  Foram utilizadas suspensões com 

viabilidade maior ou igual a 90%. 

 

3.5 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE FUNGICIDA 

 

Após o período de incubação de 18 horas com as diferentes 

concentrações de IL-15 (conforme descrito no item 3.2), as culturas de 

neutrófilos  foram desafiadas por 4 h, com 0,1mL da suspensão fúngica    

(4X104 fungos/mL : relação fungo/neutrófilo de 1:50) diluída em MCCC 

acrescido de 10% de soro autólogo fresco, como fonte de complemento 

para o processo de opsonização.  Em alguns experimentos o desafio com 

o fungo foi realizado na presença ou ausência de catalase 

(CAT=10000U/mL) ou superóxido dismutase (SOD=450U/mL). Alguns 

orifícios da placa de cultura receberam apenas as suspensões do fungo 

em concentrações equivalentes às utilizadas na incubação com os 

neutrófilos. Após um período de 4 h os sobrenadantes das coculturas 

foram coletados, e os poços contendo as culturas foram submetidos a 

diversas lavagens com água destilada. Este processo permite que os 

neutrófilos sejam removidos da placa, lisados, com conseqüente 

liberação dos fungos que foram fagocitados. As suspensões obtidas 

através desse processo foram adicionadas aos sobrenadantes já 

coletados e foram consideradas como culturas experimentais. O mesmo 

procedimento foi realizado com as culturas contendo apenas as 

suspensões  do fungo, que foram consideradas como culturas controles. 

Ao final do processo, o material obtido, a partir das lavagens com 

água destilada, das culturas controles e das culturas experimentais 

resultaram em um volume de 2 mL. Essas suspensões, contendo fungos 

viáveis ou não foram homogeneizadas em agitador de tubos tipo Vortex 

por 20 segundos, seguida de plaqueamento em triplicatas em placas 

(100µL / placa) contendo meio de cultura BHI  ágar (OXOID LTD. England),  

na concentração de 47g/L, acrescido de 4% de soro de cavalo, 50µg/mL de 

gentamicina e 5% de extrato aquoso. O extrato aquoso foi preparado 
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segundo o método de  Kurita et al. 79, a partir de filtrado de culturas 

leveduriformes do fungo (cepa 192), cultivadas em meio GPY a 37°C e com 

agitação (120 rpm) durante 7 dias. A atividade fungicida foi detectada 

através da contagem das unidades formadoras de colônias (UFC) após 10 

dias de semeadura e calculada através da seguinte fórmula: 

 

 

 

% AF= 1-          média das UFC das placas semeadas com as  culturas experimentais      x  100     

                           média  das UFC das placas semeadas com as  culturas controles                                                 

 

 

 

3.6 DETERMINAÇÃO DO PERÓXIDODE  HIDROGÊNIO (H2O2). 

 

A produção de H2O2  foi determinada segundo método descrito por  

Russo et al.  80. Após o período de incubação de 18 horas com as 

diferentes concentrações de IL-15 (conforme descrito no item 3.2), as 

culturas de neutrófilos  foram desafiadas por 4 h, com 0,1mL da suspensão 

fúngica (4X104 fungos /mL :  relação fungo/neutrófilo de 1:50)  diluída em 

vermelho fenol contendo 140Mm de NaCl; 10Mm de tampão de fosfato 

pH 7; 5,5 Mm de dextrose; 0,56 Mm de vermelho fenol; 0,01mg/mL de 

peroxidade de raiz forte tipo II (Sigma), e 10% de soro autólogo fresco.  

Após 4 horas, a reação foi interrompida pela adição de 0,01mL de NaOH 

1N.   As amostras foram ensaiadas com  triplicatas e a absorbância foi 

determinada em leitor automático de ELISA, com filtro de 620nm, contra 

um branco constituído por solução vermelho fenol de NaOH a 1N. Os 

resultados das dosagens de H2O2 foram expressos em nanomoles de 

H2O2/2x106 células, a partir de curva-padrão estabelecida em cada 

ensaio, constituída de concentrações molares conhecidas de H2O2 em 

tampão vermelho fenol. Em nossas condições experimentais a curva foi 

realizada com concentrações de 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 e 8.0 nm de H2O2. 
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3.7 DETERMINAÇÃO DO ÂNION SUPERÓXIDO (O2
-). 

 

A liberação do ânion superóxido foi determinada segundo método  

descrito por Russo et al.  80. 

Após o período de incubação de 18 horas com as diferentes 

concentrações de IL-15 (conforme descrito no item 3.2), os neutrófilos 

foram desafiados  por 4 h,  com 0,1mL da suspensão fúngica (4X104 

fungos/mL : relação fungo/neutrófilo de 1:50) diluída em solução  salina 

de Hank ‘s livre de vermelho fenol, contendo 160µm de citocromo C 

(Sigma). Foram utilizados como blank da reação o citocromo C diulído. 

As placas foram incubadas a 37°C e a 5% de CO2 por 4h e a leitura da 

reação foi realizada em espectrofotômetro com filtro de 550nm. A 

concentração do ânion superóxido foi calculada através da seguinte 

relação:  

                      

 CONCENTRAÇÃO O2
- (nmol) = DO X 100   

                                                 6,3 

 

 

 

 

3.8 OBTENÇÃO DE SOBRENADANTES DE CULTURAS DE 
NEUTRÓFILOS PARA DOSAGEM DE CITOCINAS. 
 

Após o período de incubação de 18 horas com as diferentes 

concentrações de IL-15 (conforme descrito no item 3.2),  os neutrófilos 

foram desafiados  por 4 h,  com 0,1mL da suspensão fúngica (4X104 

fungos/mL : relação fungo/ neutrófilo de 1:50) diluída em MCCC acrescido 

de 10% de soro autólogo fresco . Após este período, os sobrenadantes 

foram aspirados, centrifugados a 400g e alíquotas desse material foram 

conservadas à –80ºC até o momento de sua utilização para dosagem da 

IL-8 e TNF-α. 
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3.9  DETERMINAÇÃO DE CITOCINAS 

  

3.9.1 Determinação de TNF-α 

 

 As placas de 96 orifícios e fundo plano (Maxsorb-Nunc Life Tech. 

Inc., MD, USA) foram sensibilizadas por 18h a 5ºC com anticorpo 

monoclonal de camundongo anti-TNF-α humano (R&D Systems), diluído 

em PBS, pH 7.4, na concentração de 2µg/mL. Após esse período, os 

orifícios foram lavados 3 vezes com 300µL de PBS, pH 7.2, contendo 

Tween 20 a 0,05% (PBST). O bloqueio da placa foi realizado colocando-

se em cada orifício 300µL de PBS contendo 5% sacarose, 0.5% de Tween 

20, 1% de soro albumina bovina (BSA) e 0,005% de NaN3 (azida sódica) 

e incubada à temperatura ambiente, por 2 horas. A seguir, a placa foi 

lavada conforme descrito acima e em alguns orifícios foi adicionado 

100µL de TNF-α recombinante humano (R&D Systems) diluído de forma 

seriada em concentrações variando de 39 a 5000pg/mL, para obtenção 

de curva padrão; e nos orifícios restantes foram colocados 100µL dos 

sobrenadantes gerados conforme descrito no ítem 3.8. Após 2 horas de 

incubação à temperatura ambiente, foram retiradas as amostras, 

realizada nova lavagem da placa e adicionado o anticorpo revelador 

policlonal de cabra anti-TNF-α humano conjugado com biotina (R&D 

Systems), na concentração de 100ng/mL, seguindo-se incubação por 2 

horas a temperatura ambiente. A placa foi lavada novamente com PBST 

e adicionado, 100µL de avidina conjugada com peroxidase (Sigma) 

diluída em PBS contendo 0,1% de BSA na concentração de 1:10.000, por 

30 minutos à 37°C. Em seguida, adicionou-se 100µL do substrato 

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

5.0 contendo 1mg/mL do revelador ortofenilenodiamina (Sigma) e 10µL 

de H2O2 a 30% (Sigma). As placas foram incubadas a temperatura 

ambiente por 15 minutos, a reação foi bloqueada pela adição de 50µL de 

ácido sulfúrico 2M e a leitura da placa realizada em leitor de ELISA 

(Multiskan EFLAB, Helsinki, Finland) com comprimento de onda de 492 
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nm. Os níveis de TNF-α nos sobrenadantes de culturas de neutrófilos 

foram calculados utilizando-se  curva padrão. 

 

3.9.2 Determinação de IL-8 

 

Para determinação de IL-8 nos sobrenadantes das culturas de 

neutrófilos, foi utilizado o mesmo protocolo de dosagem dos níveis de 

TNF-α. O anticorpo monoclonal de camundongo anti-IL-8 humana  (R&D 

Systems) foi empregado nas concentração  de 4 µg/mL . Da mesma 

forma, foi utilizada uma curva padrão com 100µL de IL-8 recombinante 

humana (R&D Systems) em diluições seriadas nas concentrações 

variando de 8000pg/mL até 62,5pg/mL. O anticorpo revelador policlonal 

de cabra conjugado com biotina (R&D Systems), foi usado na 

concentração de 100ng/mL  A incubação com avidina conjugada com 

peroxidase foi realizada na concentração de 1:5000 por 30 minutos à 

temperatura ambiente 30oC. Os níveis de IL-8 nos sobrenadantes das 

culturas foram calculados utilizando-se curva  padrão. 

 

3.10  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística foi realizada com o auxílio do software 

Graphpad Instat San Diego, Califórnia – USA. Diferenças significativas 

entre os diversos grupos foram determinadas pelo teste de Análise de 

Variância para amostras dependentes, e as médias comparadas pelo 

teste de Correlações Múltiplas de Tukey-Kramer, assumindo como 

verdadeira cada hipótese em que a probabilidade de erro foi menor que 

5% (p < 0,05).  
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4.1 Efeito da IL-15 sobre a atividade fungicida de neutrófilos 
humanos desafiados com o  Pb18. 

  

A Figura 1 mostra os resultados referentes à atividade fungicida de 

neutrófilos humanos não ativados (células controles) ou  ativados  com IL-

15 em diferentes concentrações  e desafiados com Pb18. Podemos 

observar  que o tratamento com  IL-15 nas concentrações de 12.5, 25, 50, 

100 e 250 ng/mL induziu uma atividade fungicida significativamente mais 

elevada quando comparada à detectada por culturas de neutrófilos 

controles, sendo a  atividade máxima  detectada com IL-15 na 

concentração 100ng/mL.  
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Figura 1. Atividade fungicida de neutrófilos humanos não ativados 

(controle) ou ativados  com  diferentes concentrações de  IL-15 

e desafiados com Pb 18. Os resultados são expressos em média 

± erro padrão das porcentagens  de atividade fungicida, obtidas 

a partir de culturas de neutrófilos  do sangue periférico de 20 

indivíduos. 

 

* p<0,05  ** p<0,01 ***  p<0,001 X controle 
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4.2 Efeito da IL-15 sobre a produção de ânion superóxido (O2
-) 

por neutrófilos humanos desafiados com Pb18. 
 

Uma vez estabelecido que a IL-15 aumenta a atividade fungicida de 

neutrófilos desafiados com Pb 18, objetivamos avaliar se essa atividade 

estaria relacionada com um aumento do metabolismo oxidativo dessas 

células. Para isso,  foram quantificados os níveis de ânion superóxido e 

H2O2 liberados por culturas de células não ativadas  (células controles) 

ou ativadas com diferentes concentrações de IL-15 e desafiadas ou não 

com o fungo (Figura 2). Observamos que as células controles liberaram 

níveis basais do metabólito que no entanto, apresentaram-se 

significativamente elevados  após a incubação com a citocina, em todas 

as concentrações.Novamente a dose de 100ng/mL mostrou-se mais 

eficaz. Após o desafio com Pb18, as culturas controles liberaram níveis 

mais elevados de anion superóxido quando comparadas às culturas não 

desafiadas. No entanto, esses níveis foram significativamente mais 

elevados nas culturas de células previamente ativadas com IL-15 nas 

concentrações de 25, 50 e 100ng/mL. Os resultados em conjunto, 

mostram que a ativação com IL-15 aumenta  a produção de ânion 

superóxido que no entanto, é ainda mais elevada após o desafio com o 

fungo mostrando um efeito somatório de ambos os estímulos para a 

produção desse metabólito. 
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Figura 2: Produção de ânion superóxido por neutrófilos humanos não 

ativados (controle) ou ativados  com  diferentes concentrações 

de  IL-15 e desafiados ou não com Pb 18. Os resultados são 

expressos em média ± erro padrão das concentrações de 

anion superóxido detectadas em culturas de neutrófilos do 

sangue periférico de 20 indivíduos. 

 

                    *p<0,05    X  Controle sem Pb18  

                **p< 0,01     X Controle sem Pb18 

                  +p<0,05     X Controle com Pb18 

                ++p<0,01     X Controle com Pb18 

 

 

 

 

 

 

 

* 
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4.3 Efeito da IL-15 sobre a produção de H2O2 por neutrófilos 
humanos desafiados com o Pb18. 

                                            

Na Figura 3 estão representados os níveis de H2O2 liberados por 

neutrófilos humanos não ativados (células controles) ou ativados com 

diferentes concentrações de IL-15 e desafiadas ou não com o fungo. 

Observamos que a IL-15 estimulou as células a produzirem níveis 

maiores de H2O2, quando comparados aos liberados pelas células 

controles, com valores máximos detectados com a concentração de 

100ng/mL. Após o desafio com Pb18, as culturas controles liberaram 

níveis mais elevados de H2O2 quando comparadas às culturas não 

desafiadas. No entanto, esses níveis foram significativamente mais 

elevados nas culturas previamente ativadas com IL-15 em todas as 

concentrações. Os resultados em conjunto, mostram que de forma 

semelhante aos referentes à determinação de anion superóxido, a 

ativação com IL-15 aumenta  a produção do metabólito que no entanto, 

é ainda mais elevada após o desafio com o fungo mostrando um efeito 

somatório de ambos os estímulos para a produção desse metabólito. 

  

                                                      

 

 

 

 

 

 

 



Resultados 

 

27

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

4,5

Controle IL-15 (12.5) IL-15 (25) IL-15 (50) IL-15 (100) IL-15 (250)

nM
 H

2O
2/ 

 2
X1

06  n
eu

tr
óf

ilo
s

Sem Pb18
Com Pb18

+++

 +
 + +

***

 **

   **

*

  +

      

 

Figura 3. Produção de H2O2 por neutrófilos humanos não ativados 

(controle) ou ativados com  diferentes concentrações de  IL-15 

e desafiados ou não com Pb 18.  Os resultados são expressos 

em média ± erro padrão das concentrações de H2O2 

detectadas em culturas de neutrófilos do sangue periférico de 

20 indivíduos. 

 

                 *p<0,05  X  Controle sem Pb18 

             **p<0,01   X  Controle sem Pb18 

           ***p<0,001  X Controle sem Pb18 

               +p<0,05   X Controle com Pb18 

          +++p<0,001  X Controle com Pb18 

 

 

 

  

 

 
 

  * 
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4.4 Efeito da catalase (CAT) sobre a atividade fungicida de 
neutrófilos humanos contra o  Pb 18, induzida pela IL-15. 

 

Para comprovarmos a participação da H2O2 como molécula efetora 

da atividade fungicida induzida pela IL-15, realizamos experimentos nos 

quais essa atividade foi testada na ausência ou presença de CAT. (Figura 

4).  Novamente, detectamos atividade fungicida significativa após a 

incubação com IL-15 (resposta máxima na concentração = 100ng/mL) 

No entanto, após a incubação com CAT, as culturas desenvolveram 

atividades fungicidas menores quando comparadas às suas respectivas 

culturas não incubadas com a enzima. Essas diferenças foram 

estatisticamente significativas nas culturas ativadas com IL-15 25, 50 e 

100 ng/mL, em relação às culturas sem CAT.   
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Figura 4. Atividade fungicida de neutrófilos humanos não ativados 

(controle) ou ativados com  diferentes concentrações de  IL-15 e 

desafiados com Pb 18 na ausência ou presença de catalase. Os 

resultados são expressos em média ± erro padrão das 

porcentagens de atividade fungicida, obtidas a partir de culturas 

de neutrófilos do sangue periférico de 20 indivíduos. 

 

    +p<0,05    X IL-15 (25),IL-15 (50) sem CAT 

+++ p<0,001 X IL-15 (100) Sem CAT 
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4.5 Efeito da IL-15 sobre a produção de TNF-α e IL-8 por 
neutrófilos humanos desafiados com o Pb18. 

                                            

4.5.1  Determinação de TNF-α 

 

Não foram detectados níveis significativos dessa citocina, nos 

sobrenadantes de todas as culturas testadas.   

 

 

4.5.2  Determinação de IL-8 

 

Os resultados referentes à dosagem dessa citocina podem ser 

analisados na Figura 5. Neutrófilos não ativados liberaram baixos níveis 

de IL-8, no entanto, foram significativamente aumentados após a 

incubação com a IL-15 nas diferentes concentrações.  Células controles 

desafiados com o fungo liberaram altos níveis de IL-8 quando 

comparados aos não desafiados. No entanto, esses níveis não 

mostraram-se significativamente alterados quando essas células foram 

previamente ativados com IL-15.  
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Figura 5. Produção de IL-8 por neutrófilos humanos, não ativados 

(controle) e  tratados com IL-15 em  diferentes concentrações 

e desafiados ou não com Pb18. Os resultados são expressos 

em média ± erro padrão das concentrações de IL-8 detectadas 

em culturas de  neutrófilos  do sangue periférico de 20 

indivíduos. 

 

  

                **p<0,01    ***p<0,001  X Controle sem Pb18 
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A IL-15 produzida por monócitos e macrófagos ativados podem 

contribuir de forma substancial para os mecanismos de defesa do 

hospedeiro contra infecções intracelulares em períodos precoces da 

infecção, durante o desenvolvimento da resposta imune inata 63.  A sua 

participação pode ocorrer através da ativação de vários tipos celulares. 

No entanto, vários trabalhos têm destacado a sua importância no 

processo de ativação das células fagocitárias atuando indiretamente, 

através da indução da produção de IFN-γ por células da imunidade inata, 

como as NK, ou diretamente, de uma forma autócrina 55-64. 

 Neste contexto, o primeiro objetivo do nosso trabalho foi avaliar o  

efeito da IL-15 sobre a atividade fungicida de neutrófilos humanos 

desafiados com  cepa virulenta do P. brasiliensis. Como já descrito por 

outros trabalhos em nosso laboratório, detectamos que neutrófilos não 

ativados não desenvolvem atividade fungicida contra o fungo 53,83. No 

entanto, uma atividade fungicida significativa foi detectada após a 

ativação dessas células com IL-15, sendo observado um efeito dose 

dependente, com a concentração de 100 ng/mL induzindo  a maior 

atividade. 

 Esses resultados concordam com a literatura uma vez que, vários 

trabalhos realizados in vitro têm mostrado a capacidade dessa citocina 

induzir as células fagocitárias a apresentarem atividade microbicida 

eficiente. Culturas de linhagens de monócitos humanos ou de macrófagos 

derivados de monócitos incubadas com IL-15 desenvolvem atividade 

microbicida anti L. infantum. Os autores comentam que essa atividade 

pode ser via atuação direta da IL-15 ou indireta, via estimulação por essa 

citocina da produção de IL-12.  

No entanto, a maioria dos trabalhos refere-se a atuação dessa 

citocina sobre a atividade dessas células contra infecções fúngicas. 

Assim, a pré-incubação de monócitos humanos com IL-15 aumenta a 

atividade fungicida dessas células contra C. albicans 61. Resultados 

semelhantes foram detectados com neutrófilos ativados e desafiados com 

esse fungo 78. Neutrófilos ativados com IL-15 ainda adquirem capacidade 
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de lisar hifas do gênero Aspergillus 67. Essa citocina ainda aumenta a 

capacidade dos neutrófilos de destruir outros fungos causadores de 

infecções importantes do ponto de vista médico como Fusarium spp e 

Scedosporium spp 68. Outros autores demonstram também que a IL-15 é 

uma citocina importante na ativação das funções de neutrófilos de 

pacientes infectados pelo vírus HIV, por retardar   apoptose e aumentar 

as capacidades quimiotática e fungicida dessas células 82. 

Com objetivo de investigar se o mecanismo através do qual a IL-15 

ativa neutrófilos para que essas células desenvolvam atividade fungicida 

é dependente do metabolismo oxidativo, avaliamos a capacidade dessas 

células produzirem metabólitos como O2
- e H2O2.  

No que se refere ao O2
-, os resultados mostraram um efeito 

estimulador da IL-15. No entanto, os níveis tornam-se ainda maiores 

após o desafio com o fungo, mostrando que ocorre um sinergismo entre 

a atuação da IL-15 e do próprio fungo na indução da produção do 

metabólito. Os níveis máximos desse metabólito foram detectados após a 

incubação das células com IL-15 na concentração de 100ng/mL e 

posterior desafio com o fungo. A capacidade da IL-15 ativar neutrófilos 

para um aumento do “burst” respiratório foi comprovada pelos 

experimentos de detecção de H2O2. Como esperado, o perfil de resposta 

da produção de H2O2 foi semelhante ao do O2
- com respostas  máximas 

na concentração de 100ng/mL de IL-15. 

Em conjunto, os dados de H2O2 e O2
- permite-nos  estabelecer uma 

associação entre níveis maiores desse metabólito e maior atividade 

fungicida das células, sugerindo o envolvimento do metabolismo 

oxidativo como um mecanismo efetor importante das células ativadas 

com  IL-15 na destruição do fungo. No que se refere a H2O2, sua 

participação efetiva foi demonstrada em experimentos nos quais uma 

redução significativa da atividade fungicida foi obtida após a incubação 

das culturas com CAT. Esses resultados concordam com os de Calvi et al. 
22, que demonstraram ser a H2O2 um importante metabólito para 

atividade fungicida de monócitos humanos ativados com IFN-γ e TNF-α e 
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aos de Carmo et al. 24 que demonstraram que a atividade fungicida de 

monócitos humanos ativados com TNF-α, contra cepa virulenta do fungo 

é mediada por H2O2, uma vez que esse processo é significantemente 

inibido na presença de CAT.  

No presente trabalho, como a atividade fungicida não foi 

totalmente abolida na presença de CAT, outros metabólitos podem estar 

envolvidos no processo de destruição do fungo por neutrófilos ativados 

com IL-15. A participação efetiva do ânion superóxido foi testada através 

de ensaios com superóxido dismutase (SOD), catalisador desse 

metabólito. No entanto, nossos experimentos relativos a esses ensaios 

não foram conclusivos, o que não nos permite considerar de forma 

definitiva, no presente trabalho, a participação desse metabólito. No 

entanto, estudos anteriores em nosso laboratório, mostraram que de 

forma semelhante a IL-15, as citocinas IFN-γ, TNF-α e GM-CSF ativam 

neutrófilos humanos com conseqüente aquisição de atividade fungicida 

por essas células. Essa atividade foi significativamente diminuída após a 

incubação das coculturas com CAT e com SOD, mostrando que o O2
- é 

um metabólito envolvido na destruição do fungo. Além disso, podemos 

sugerir a participação do metabolismo não oxidativo na destruição do 

fungo por neutrófilos ativados, como a atuação de peptídeos encontrados 

no interior dos grânulos azurofílicos dessas células e que podem ser 

degranulados após o processo de ativação com IL-15. Estudos têm 

demonstrado que essa citocina age aumentando a expressão de CD11b, 

marcador de superfície nos neutrófilos, ocorrendo degranulação e 

desenvolvimento  de atividades antifúngicas 78.  

Os trabalhos na literatura mostram que as células ativadas com IL-

15 podem exercer atividades antifúngicas através de mecanismos 

oxidativos e não oxidativos. Nesse sentido Vazquez et al. 61, 

demonstraram que a capacidade de monócitos humanos ativados com IL-

15 exercerem atividades contra C. albicans esteve associada a um 

aumento da produção do ânion superóxido. Por outro lado, estudos com 

PMNs de indivíduos normais ou pacientes com HIV mostraram que as 
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células de ambos indivíduos apresentaram atividade fungicida aumentada 

após incubação in vitro com IL-15. No entanto, esse aumento não esteve 

associado a uma maior liberação de ânion superóxido 82. Resultados 

semelhantes foram detectados por Musso et al.  78 que sugeriu que a 

atividade anti C. albicans de neutrófilos humanos normais ativados com 

IL-15 depende de mecanismos não oxidativos, uma vez que a IL-15 

aumentou a capacidade dos neutrófilos liberarem ânion superóxido em 

resposta a FMLP, mas não em resposta ao fungo. O aumento da 

atividade fungicida de neutrófilos contra espécies de Aspergillus induzido 

pela IL-15 também não foi acompanhada  de um aumento do 

metabolismo oxidativo 67. Resultados semelhantes foram observados 

quando PMNs humanos foram desafiados com  S. prolificans e F. solani 68 

. Na paracoccidioidomicose, o tratamento de monócitos humanos 

ativados com IL-15 e desafiados com cepa virulenta (Pb18) não interferiu 

com a produção de H2O2 e O2
-, sugerindo que essa atividade fungicida 

parece ser independente do metabolismo oxidativo 83. 

A IL-8 é secretada principalmente por monócitos e células 

endoteliais, mas pode ser expressa em quantidades menores por 

neutrófilos 84,85.   Adicionalmente outros trabalhos têm mostrado que a 

IL-15 estimula a expressão de mrna  e a produção de IL-8 por monócitos 

humanos  dentro de uma faixa de concentração efetiva para a ativação 

de neutrófilos 62. Neste contexto, tivemos por objetivo avaliar se a 

atividade fungicida induzida pela IL-15, poderia ser mediada pela IL-8.  

Testamos também a  possível mediação pelo TNF-α , uma vez que 

trabalhos na literatura demonstraram a importância dessa citocina   no 

processo de ativação de monócitos/macrófagos e  neutrófilos para o 

desenvolvimento de atividade fungicida contra o P.brasiliensis 22,24,26.  

Detectamos que neutrófilos não ativados e não desafiados com o fungo 

liberam baixos níveis de IL-8, que no entanto, aumentam de forma 

significativa após a  incubação com IL-15. Neutrófilos não ativados, 

desafiados com o fungo liberam níveis  bastante elevados de IL-8. No 

entanto, as células ativadas produziram níveis semelhantes da citocina 
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após o desafio com o fungo, quando comparadas às células não  

desafiadas.  Os resultados mostram que tanto o fungo, como a IL-15 são 

estímulos potentes para a produção de IL-8 por neutrófilos. No entanto, 

não ocorre uma somatória desses dois estímulos, provavelmente devido 

à existência de um limiar de ativação alcançado com a ativação somente 

com IL-15 ou com fungo. Adicionalmente os resultados mostram que não 

existe uma associação entre atividade fungicida induzida pela IL-15 e 

produção de IL-8.  

Essa idéia foi confirmada por experimentos nos quais a pré-

incubação de neutrófilos com IL-8  não induz essas células a  liberarem 

maiores níveis de H2O2, nem tão pouco a apresentarem atividade 

fungicida (dados não mostrados). Resultados diferentes foram detectados 

por outros autores    67,68 que mostraram que a IL-15 aumenta a 

liberação de IL-8 por neutrófilos humanos em resposta a Aspergillus 67 F. 

solani e S. prolificans 68.  A IL-15 ainda aumenta a liberação de IL-8  por 

neutrófilos em resposta a C. albicans. No entanto, a atividade fungicida 

contra esse fungo não foi alterada em ensaios com anticorpos anti IL-8 

mostrando o não envolvimento dessa citocina no processo 78. 

            No que se refere ao TNF-α, neutrófilos não ativados e mesmo 

ativados, não produziram concentrações detectáveis de TNF-α, 

descartando o envolvimento dessa citocina nas atividades induzidas pela 

IL-15, testadas no presente trabalho. Esses resultados estão de acordo 

com os descritos na literatura que demonstraram que neutrófilos 

humanos não ativados ou mesmo ativados com IL-15 produziram baixos 

níveis de TNF-α em resposta a fungos filamentosos 67,68. 

                No seu conjunto, os resultados do presente trabalho mostram 

que a IL-15 tem um efeito modulador sobre neutrófilos humanos 

infectados in vitro com cepa virulenta de Paracoccidioides brasiliensis, 

caracterizado por aumento da atividade fungicida por mecanismos 

dependentes do metabolismo oxidativo. 
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A IL-15 é capaz de induzir eficiente atividade fungicida em neutrófilos 
humanos contra P. brasiliensis por um mecanismo dependente da 
liberação da água oxigenada (H2O2). 
 
 
 
 
O efeito da IL-15 não esteve associado a alterações nos níveis de IL-8 e 
TNF-α. 
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A IL-15 é uma citocina próinflamatória produzida principalmente por 

monócitos e macrófagos em resposta a agentes infecciosos, 

desempenhando importante papel modulador na imunidade inata e 

adaptativa. No caso de infecções por microrganismos intracelulares como 

algumas bactérias, protozoários e fungos destaca-se o papel da IL-15 no 

mecanismo de ativação de  monócitos/ macrófagos e neutrófilos,  

processo que representa um importante mecanismo de defesa já em 

períodos precoces da infecção durante o desenvolvimento da resposta 

imune inata.  O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da IL-15 

sobre a atividade fungicida de  neutrófilos humanos desafiados com cepa 

virulenta do P. brasiliensis (Pb 18). Adicionalmente, testamos se  essa 

atividade seria  mediada por produtos do metabolismo oxidativo como 

anion superóxido e H2O2 e se estaria associada a  alterações nos níveis 

das citocinas IL-8 e TNF- alfa. Neutrófilos do sangue periférico de  

indivíduos saudáveis , foram incubados na ausência ou presença de IL-15  

(12,5 a 250 ng/mL)   por 18h a 370C em tensão de 5% de CO2, 

infectados com   Pb 18 por 4h   e avaliados quanto a atividade fungicida , 

produção  de ânion superóxido,  H2O2 e quantificação nos sobrenadantes 

das  citocinas TNF-α e IL-8.  A pré-incubação de neutrófilos com IL-15 

induziu um aumento significativo na atividade fungicida dessas células de 

maneira dose dependente. Adicionalmente após a ativação, foi detectado 

um aumento na produção de anion superóxido e  H2O2 por essas células, 

sugerindo a  participação desses metabólitos  como moléculas efetoras 

da atividade fungicida.   O desafio das células em presença de catalase, 
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levou a  uma diminuição significativa da atividade fungicida comprovando 

o papel  da H2O2 nesse processo. No entanto,  os níveis de TNF-α e IL-8 

não foram alterados após a ativação com IL-15 , sugerindo que a sua 

atuação não é mediada por essas citocinas.  Em conjunto, os resultados 

mostram que a IL-15 tem um efeito modulador direto sobre neutrófilos 

humanos infectados in vitro com cepa virulenta de Paracoccidioides 

brasiliensis, caracterizado por aumento da atividade fungicida mediada 

por mecanismos dependentes do metabolismo oxidativo. 
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Interleukin-15 is a cytokine produced by a wide range of different cell 

types, including macrophages in response to lipopolysaccharide or 

microbial infection. This cytokine may play a crucial role in the activation 

of phagocytic cells against pathogens, mainly during innate immune 

response. The effects of IL-15 on human polimorphonuclear leukocyte 

fungicidal activity against high virulent  P. brasiliensis strain were 

investigated.  Pré-treatment with  IL-15 for 18h, increased neutrophils 

fungicidal activity in a concentration dependent manner. In addition, 

exposure to IL-15 induced enhanced neutrophil oxidative burst evaluated 

by superóxide anion and H2O2 release. Catalase inhibits fungicidal activity 

confirming a role for H2O2 in fungus Killing. In contrast, IL-8 and TNF-alfa 

levels were not affected by IL-15 suggesting  that  its effects were not 

mediated by these cytokines. Together, the results showed that IL-15 is 

a potent stimulant of antifungal activities of human neutrophils, at least 

in part, by a mechanism dependent on oxidative metabolism. 

 
 


