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Resumo 

 

Leucotrienos são mediadores clássicos da resposta inflamatória, descritos como 

agentes quimiotáticos e reguladores da atividade microbicida de células do 

sistema imune inato, tendo papel protetor contra diferentes agentes infecciosos. 

Neste estudo, nós investigamos o envolvimento de leucotrienos no curso da 

paracoccidioidomicose murina a partir dos seguintes parâmetros imunológicos: 

influxo celular, atividade da mieloperoxidase, produção de NO, produção de 

citocinas e recuperação fúngica em pulmões de camundongos selecionados de 

acordo com a intensidade da sua resposta inflamatória aguda máxima (AIRmax) e 

mínima (AIRmin). Observamos que a infecção por P. brasiliensis induz 

considerável produção de citocinas IL-6, IL-10, IFN- e TNF-, promove o 

recrutamento celular e produção de NO nos pulmões em diferentes períodos de 

estudo. Nos animais tratados com um inibidor as síntese de leucotrienos (MK886) 

observamos uma menor produção das citocinas IFN-, IL-6 e TNF- concomitante 

com a queda do influxo de neutrófilos, e também diminuição na produção de NO, 

esses resultados podem explicar uma maior carga fungica nos pulmões de 

animais que tiveram a síntese de leucotrienos inibida, sugerindo aos leucotrienos 

um possível papel protetor na paracoccidioidomicose experimental. Animais da 

linhagem AIRmax apresentaram menor carga fungica quando comparado com 

animais AIRmin, este resultado pode ser relacionado ao fenótipo da AIR quanto à 

migração de neutrófilos, além de uma menor produção de NO e citocinas pró-

inflamatórias, conferindo aos camundongos com background AIRmax maior 

resistência a infecção por P.brasiliensis. 
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Abstract 

 

Leukotrienes are classic inflammatory response mediators considered chemotactic 

agents and microbicide activity regulators in cells of the innate immune system, 

playing a protective role against different infectious agents. In this study, we 

investigated the involvement of leukotrienes in the course of murine 

paracoccidioidomycosis based on the following immunologic parameters: cell 

influx, mieloperoxydase activity, NO production, cytokine production, and fungal 

recovery in lungs of mice selected according to the intensity of their low (AIRmin) 

and high (AIRmax) acute inflammatory response. Infection by P. brasiliensis 

induced considerable production of the cytokines IL-6, IL-10, IFN-, and TNF-, 

and led to cell recruitment, as well as NO production, in lungs at different study 

periods. In animals treated with MK886, a leukotriene biosynthesis inhibitor, IFN-, 

IL-6 and TNF- production was lower, while neutrophil influx and NO production 

decreased. These results may explain the higher fungal load in lungs of animals in 

which leukotriene synthesis was inhibited, suggesting that leukotrienes have a 

possible protective role in experimental paracoccidioidomycosis. AIRmax animals 

had lower fungal load relative to AIRmin ones, which can be related to the AIR 

phenotype regarding neutrophil migration, besides lower production of NO and 

pro-inflammatory cytokines; thus, mice presenting AIRmax background are more 

resistant to infection by P.brasiliensis. 

Keywords: Leukotrienes, Paracoccidioides brasiliensis, Neutrophils, Innate 

immune response, Cytokines  
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1.  INTRODUÇÃO 

 

 

O Paracoccidioides brasiliensis, agente etiológico de uma doença 

granulomatosa crônica denominada Paracoccidioidomicose (PCM), é um fungo 

termodimórfico conhecido apenas em sua forma assexuada ou imperfeita. Este 

fungo apresenta-se na forma leveduriforme em tecidos de hospedeiros ou quando 

cultivados a 37ºC e sob forma miceliana no meio ambiente e em culturas 

mantidas a 25oC 1-2. A PCM é a micose profunda mais comum no Brasil 3 e ocorre 

de forma endêmica na maioria dos países da América Latina 1-4. Embora o nicho 

ecológico do P. brasiliensis não seja totalmente conhecido, acredita-se que este 

viva saprofiticamente no solo 5. Em 1986 documentou-se pela primeira vez um 

reservatório animal deste fungo na natureza, ao isolar-se o P. brasiliensis a partir 

de órgãos de tatus (Dasypus novemcinctus) capturados nas matas do Pará, Brasil 

6. Esse achado foi confirmado na região endêmica de Botucatu, São Paulo, Brasil, 

após o isolamento de três amostras fúngicas a partir daquela mesma espécie de 

tatus7. 

Evidências epidemiológicas e experimentais sugerem que a infecção 

natural se inicie após inalação de conídios produzidos pela forma micelial do 

fungo8. No pulmão, os conídios fagocitados pelos macrófagos alveolares (MA) 

iniciam a transformação em células leveduriformes após 12-18h 9. Desse modo, 

as lesões primárias ocorrem com maior freqüência nos pulmões, dando origem a 

uma infecção subclínica que pode evoluir para cura ou tornar-se latente na 

presença de resposta imune eficiente ou, ainda, disseminar-se para outros 

órgãos, por via hematogênica ou linfática causando uma doença grave10-11. 
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No controle de uma infecção ocorre a interação entre o sistema imune inato 

e o adaptativo. Na PCM pulmonar, como em outras doenças, ocorre a interação 

de antígenos do P. brasiliensis com o sistema imune. Ao penetrar no organismo o 

mecanismo de defesa inato é ativado e, se o P. brasiliensis não for eliminado, 

permite-se à adaptação e transformação do fungo e consequentemente, as 

respostas adaptativas específicas são requisitadas a fim de controlar a 

disseminação do fungo12. 

O mecanismo de resposta imune inicial do hospedeiro frente ao P. 

brasiliensis tem sido amplamente investigado, como a fagocitose, a quimiotaxia 

de leucócitos, a ação de células “natural killers” (NK), assim como de fatores 

genéticos e do sistema complemento. A ativação de macrófagos e a formação do 

granuloma protegem o hospedeiro da disseminação extra-pulmonar da infecção. 

Macrófagos ativados, células NK e leucócitos polimorfonucleares (PMN) são 

capazes de matar ou inibir o crescimento fúngico in vitro 13,14,15. In vivo, 

macrófagos e linfócitos são as principais células efetoras envolvidas no controle 

da doença através da síntese das citocinas de fator de necrose tumoral alfa (TNF-

) e interfron-gama (IFN-. A ausência de IFN- conduz a formação de 

granulomas não organizados que não são capazes de controlar a disseminação 

do P. brasiliensis 16-17. 

Quando o P. brasiliensis alcança o alvéolo pulmonar, o fungo interage com 

os MA induzindo a liberação de peptídeos que atraem PMN. Xidieh et al 18 

demonstraram que durante a PCM murina os PMN têm sua produção, 

mobilização e atividade funcional influenciada pelo padrão genético do 

hospedeiro, tempo de infecção e condições de exposição ao P. brasiliensis. Tem 

sido verificado em pacientes com a PCM que os PMN circulantes e os MA obtidos 
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de lavado broncoalveolar (LBA) têm níveis de atividade fagocítica normais, 

embora falhem na capacidade de digerir ambas as formas, de levedura ou conídio 

do P. brasiliensis 19. Estudos in vitro têm demonstrado que células NK murina 

limitam o crescimento do P. brasiliensis, sugerindo papel importante na fase inicial 

da infecção 14. O P. brasiliensis também é capaz de ativar o sistema 

complemento, resultando em um efeito opsonizante que facilita a fagocitose pelos 

macrófagos 20. Na PCM bem como em outras micoses profundas e em infecções 

causadas por agentes intracelulares, a imunidade celular é fundamental para 

conferir resistência frente à infecção. Entretanto há estudos que confirmam que o 

P. brasiliensis possui mecanismos de evasão eficientes para inibir a resposta 

imune celular e conseqüente disseminação. Estes mecanismos são pouco 

conhecidos, mas sabe-se que além da conversão dos conídios para a forma 

leveduriforme, que é fundamental para o estabelecimento da infecção, a 

modificação do padrão de resposta de T-“helper” 1 (Th1) para T-“helper” 2 (Th2) 

pode alterar o padrão de suscetibilidade do hospedeiro 21,22,23.  

Muitos indivíduos expostos ao P. brasiliensis desenvolvem infecção 

pulmonar assintomática, indicando que estes são hospedeiros resistentes, 

enquanto outros indivíduos são altamente suscetíveis à infecção e desenvolvem a 

PCM doença 24-25. 

Nos indivíduos que desenvolvem doença são observados quadros clínicos 

diversos, que são agrupados em dois padrões principais que definem as formas 

aguda, subaguda ou juvenil e a forma crônica ou adulta 24. A forma aguda 

apresenta história clínica de curta duração, em geral um a dois meses e sinais 

clínicos compatíveis com o envolvimento do sistema fagocítico mononuclear 

(baço, fígado, linfonodo e medula óssea), caracterizado por hepato e/ou 
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esplenomegalia 26. Nos pacientes com a forma aguda, as lesões são pouco 

freqüentes e o acometimento pulmonar é raro 27-28. A forma crônica da PCM 

representa cerca de 90% dos casos e apresenta quadro clínico de duração 

prolongada, com freqüência acima de seis meses e revela envolvimento pulmonar 

e mucoso na maioria dos casos 29. 

A idade, o sexo e a ocupação são fatores de risco para a PCM. Na forma 

juvenil, a doença afeta ambos os sexos em igual proporção, indicando que o 

fungo infecta tanto homens como mulheres. Porém, a doença crônica do adulto é 

mais freqüente em indivíduos do sexo masculino entre 30 e 50 anos. Acredita-se 

que a maior resistência da mulher se deva à presença de estrógenos, que impede 

a transformação de micélio em levedura na ocasião da infecção primária 30. 

Em relação à interação parasita-hospedeiro na PCM, os hospedeiros que 

exibem maior controle sobre a produção de anticorpos, além da preservação da 

imunidade celular, apresentam menor grau de gravidade da doença, enquanto 

que as formas mais graves estão associadas à hipergamaglobulinemia (níveis 

altos de IgA, IgG e IgE) e de imunocomplexos séricos, além da ativação policlonal 

de linfócitos B 31-32. Na PCM, a produção de altos títulos de anticorpos específicos 

não é protetora e sim, representa um prognóstico ruim da doença 33-34. Estas 

características foram indicativas de que a resposta imune relacionada com a 

produção de anticorpos, tais como as respostas imunes governadas por linfócitos 

T CD4+ do tipo Th2 conduzem a um padrão de doença mais grave e aquelas 

associadas preferencialmente com a ativação da imunidade celular comandadas 

pelos linfócitos T CD4+ do tipo Th1 conduzem a uma patologia mais branda 21-34. 

Trabalhos recentes têm demonstrado claramente que pacientes com a 

forma grave da PCM produzem níveis de isótipos de IgE, IgG4 [ regulados pela 
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interleucina 4 (IL-4)] e IgA [regulado pelo fator de transformação do crescimento 

beta (TGF-), interleucina 5 (IL-5) e interleucina 10 (IL-10)] mais altos do que 

aqueles com a forma branda da doença 35-36. Além disso, a secreção de níveis 

mais altos de citocinas do tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) e TGF-, bem como a 

presença de eosinofilia, foi detectada em pacientes com a infecção mais 

disseminada de que naqueles com a doença menos grave 37. Em pacientes com a 

doença ativa foi encontrada diminuição na secreção de IFN- 37-38. Mamoni et al. 

36, ao avaliarem as concentrações de interleucina 6 (IL-6), TNF- e Monocyte 

chemoattractant protein-1 (MIP-1 não observaram diferença nas suas 

concentrações entre a forma juvenil e adulta da PCM. Entretanto, níveis mais 

elevados destas citocinas foram detectados na forma adulta multifocal no que na 

forma adulta unifocal. Níveis de interleucina 8 (IL-8) em pacientes com a forma 

juvenil foram significativamente mais baixos do que aqueles detectados na forma 

adulta unifocal, indicando uma resposta do tipo Th2 em pacientes com a forma 

juvenil, uma vez que a IL-8 modula a síntese de IgE induzida pela IL-4 39 e, dessa 

forma, a diminuição na produção desta citocina pode contribuir para polarização 

da resposta Th2 na forma juvenil e assim facilitar a disseminação da doença. 

Em conjunto, estes dados indicam que a PCM é regulada por um padrão 

de resposta imune Th1/Th2, isto é, a ativação de células do tipo Th2 está 

associada com a doença progressiva e grave e a de células do padrão Th1 

associada com a forma benigna da infecção. 

Fatores controlados geneticamente são conhecidos por regular o curso e a 

progressão da infecção por P. brasiliensis 21. A comparação de diferentes 

linhagens de camundongos isogênicos, infectados intraperitonealmente por 

células leveduriformes de P. brasiliensis, apresentaram um diferente padrão de 
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resistência e suscetibilidade determinada pelo tempo de sobrevida. A linhagem 

A/Sn foi caracterizada como a mais resistente enquanto a linhagem B10.A 

mostrou-se altamente suscetível à infecção por P. brasiliensis 20. 

Células de linfonodos de camundongos resistentes infectados 

intraperitonealmente com P. brasiliensis produziram precocemente níveis 

sustentáveis de interleucina 2 (IL-2) e IFN-γ ao passo que os camundongos 

resistentes produziram baixos níveis de IFN-γ concomitantemente com altos 

níveis de IL-5. A citocina IL-10 foi produzida em quantidades similares em ambas 

linhagens de camundongos 40. Na infecção pulmonar, apesar da produção de IFN-

γ tanto por camundongos A/Sn quanto por B10.A, altos níveis de IL-4, IL-5 e IL-10 

foram detectadas nos homogeneizados de pulmões de animais suscetíveis. Além 

disso, a neutralização in vivo da IL-12 por anticorpos monoclonais não somente 

anulou a resistência dos animais A/Sn como também diminuiu a relativa 

resistência da linhagem suscetível B10.A 16.  

Logo após a infecção por P.brasiliensis, possivelmente o fungo interage 

com MA induzindo a liberação de quimiocinas, nas quais atraem neutrófilos, as 

primeiras células a chegarem ao sítio inflamatório 41. De fato, peptídeos de baixo 

peso molecular do sobrenadante de cultura de macrófagos peritoneais incubados 

com P. brasiliensis vivos são abeis em atrair neutrófilos para a cavidade 

peritoneal de camundongos 20. 

Os neutrófilos têm um papel fundamental no controle da multiplicação de 

bactérias patogênicas como Listeria monocytogenis, Salmonella tiphymurium, 

Yersinia enterocolitica 42, fungos como Candida albicans 43 e o P. brasiliensis 44-45. 

Na infecção por conídios de P. brasiliensis, estudos prévios revelaram uma 

regulação positiva da reação inflamatória caracterizada por abundante 
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recrutamento de PMN 8-46 e aumento na produção de citocinas pró-inflamatórias 

como TNF-α, IL-6, interleucina 1βIL-1β) e Monocyte chemoattractant protein-2 

(MIP-2).  

Vários trabalhos mostram os neutrófilos como células efetoras na infecção 

por P. brasiliensis, por apresentarem atividade fungicida contra o fungo após 

ativação mediada por citocinas 34,47,48,49. A capacidade de fagocitar e matar 

microrganismos é via geração de intermediários reativos do oxigênio e liberação 

de enzimas líticas armazenadas em seus grânulos 50. McEwen et al. 51 

demonstraram que a morte de leveduras de P. brasiliensis por células PMN 

obtidas de camundongos infectados foi correlacionada com a capacidade dessas 

células em produzir reativos intermediários do oxigênio. 

 Apesar de estas células serem importantes na defesa contra o P. 

brasiliensis, Pina et al. 52, mostraram que o padrão genético do hospedeiro exerce 

importante influência em funções imunoprotetoras e imunoreguladoras dos 

neutrófilos, os quais parecem ser essenciais em situações destituídas de 

imunidade mediada por célula. 

Pelo exposto, os trabalhos experimentais realizados no modelo murino 

sobre PCM, demonstram que linhagens diferentes dentro da mesma espécie 

podem apresentar maior ou menor suscetibilidade à infecção, envolvendo 

complexas interações entre a imunidade inata e adquirida, sendo que a influência 

de cada um destes compartimentos na determinação da resistência a infecção 

não está completamente esclarecido. 

A potencialidade das respostas inflamatórias ou de resposta imune 

específica são caracteres complexos, que variam de forma contínua e têm uma 

distribuição normal numa população heterogênea, pois estão sob controle 
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poligênico, ou seja, são regulados pela interação aditiva de vários loci gênicos 

que segregam independentemente 53. 

O Laboratório de Imunogenética do Instituto Butantan vem desenvolvendo 

linhagens de camundongos visando o estudo da regulação genética da imunidade 

específica e natural. A partir de populações heterogêneas quanto à expressão de 

caracteres como a capacidade de produção de anticorpos contra antígenos 

complexos ou de reatividade inflamatória aguda obteve-se, pelo processo de 

seleção genética bidirecional, linhagens que expressam extremos desses 

fenótipos. 

A seleção genética foi realizada através de várias gerações de 

acasalamentos entre os indivíduos que expressavam os fenótipos extremos do 

caráter estudado. Evitando cruzamentos consangüíneos, buscou-se atingir o 

máximo de separação fenotípica entre essas linhagens, ponto em que, admite-se 

que os alelos com efeito aditivo e oposto na determinação do caráter, estejam 

segregados em homozigose nas respectivas linhagens (limite de seleção). 

O processo de seleção promove uma progressiva divergência entre as 

linhagens com concomitante redução da variância fenotípica intralinhagem. As 

linhagens selecionadas expressam fenótipos extremos não encontrados na 

população inicial, devido ao efeito aditivo de vários loci gênicos, responsáveis 

pela alta e baixa resposta, que são acumulados nas respectivas linhagens, 

durante o processo seletivo 54. 

A resposta inflamatória representa o componente não específico da 

resposta do hospedeiro e apesar de estar bem caracterizada bioquímica e 

fisiopatologicamente, pouco se conhece sobre seu controle genético.  Com este 

fim, foram desenvolvidas linhagens de camundongos geneticamente selecionadas 
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para a resposta inflamatória aguda (AIR) através do processo de seleção genética 

bidirecional.  

Uma população geneticamente heterogênea obtida através do 

intercruzamento das linhagens isogênicas A, DBA2, P, SWR, SLJ, CBA, BALB/c e 

C57BL/6, onde cada indivíduo possui a combinação aleatória de 12,5% do 

conjunto gênico de cada uma das oito linhagens isogênicas originais, constituiu a 

população inicial (F0) da seleção AIR, a qual apresentou um perfil de distribuição 

normal quanto ao caráter intensidade de resposta inflamatória aguda 55. 

A quantificação desta resposta foi feita considerando-se os parâmetros da 

concentração da proteína extravasada e do número de leucócitos infiltrados no 

exsudato formado após injeção subcutânea de partículas de poliacrilamida (Biogel 

P100), segundo modelo de Fauve et al. 56. Utilizou-se essa substância insolúvel, 

não biodegradável e não antigênica, objetivando assim excluir a possibilidade do 

envolvimento da resposta imune específica na caracterização do fenótipo em 

estudo. 

A diferença entre as linhagens no número de leucócitos infiltrantes ao foco 

inflamatório é em torno de 10 vezes, enquanto que na quantidade de proteína 

extravasada esta diferença é em torno de duas vezes. Estimou-se que a 

divergência progressiva no fenótipo destas linhagens resulta da interação de 11 

loci gênicos independentes, com efeito aditivo para o caráter 57. 

O fenótipo que sofreu grande modificação nestas linhagens foi a habilidade 

em recrutar células PMN para o foco inflamatório. Na população inicial estas 

células perfaziam um total de 71% dos leucócitos infiltrados e após a divergência 

entre as linhagens, a população de PMN no exsudato da linhagem AIRmax 

perfazia 95%, enquanto que nos AIRmin este percentual decresceu para 45% 58. 
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A diferença nos parâmetros da AIR entre os animais AIRmax e AIRmin, 

ocorreu para outros agentes inflamatórios não relacionados entre si ou com o 

Biogel (agente selecionador), como o zymozan, a carragenina 59  e ao veneno de 

Bothrops jararaca 60. 

Possíveis modificações na resposta imunológica específica foram 

investigadas e a análise da produção de diferentes isótipos de anticorpos frente a 

antígenos complexos revelou ser semelhante em ambas as linhagens, exceto 

pela maior produção nos animais AIRmax de  IgE, cuja biossíntese é influenciada 

por fatores inflamatórios. A resposta mediada por células foi também investigada 

pela avaliação da hipersensibilidade tardia a antígenos de Salmonella 

typhimurium e a eritrócitos heterólogos e também se mostrou bastante 

semelhante para as duas linhagens 61. 

A seleção genética para a resposta inflamatória aguda aparentemente não 

atingiu a reatividade imunológica específica destes animais, mostrando certa 

independência na regulação genética dos compartimentos natural e específico da 

imunidade. Apesar disto, as linhagens AIR mostraram diferença quanto a 

resistência a infecções por S. typhimurium e por Listeria monocytogenes, sendo a 

linhagem AIRmax significativamente mais resistente do que os AIRmin, sugerindo 

que a capacidade de resposta inflamatória influenciou na resistência destes 

animais 61. 

Respostas inflamatórias são controladas por citocinas ou outros 

mediadores, assim, sob infecções sistêmicas causadas por fungos, o ácido 

araquidônico (AA) pode ser liberado sobre os fosfolipídeos de membrana de 

diferentes tipos celulares, incluindo neutrófilos, e por um processo de 
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cicloxigenação e lipoxigenação enzimáticas, são produzidos prostaglandinas e 

leucotrienos (LTs), respectivamente. 

Leucotrienos são mediadores lipídicos derivados dos metabólitos do AA 

pela via da 5-lipoxigenase (5-LO). Estes têm como principal função a quimiotaxia 

para neutrófilos e eosinófilos 62-63 , e são liberados após ativação celulares por 

patógenos ou mediadores solúveis. Estes estímulos causam um distúrbio da 

membrana celular que leva ao aumento de cálcio intracelular que resulta na 

translocação da fosfolipase A2 citosólica (cPLA2) para as membranas nuclear e 

plasmática. Este processo culmina na liberação do AA dos fosfolipídios de 

membrana. O AA liberado pode ser metabolizado por diversas vias dando origem 

as prostaglandinas, tromboxanos, lipoxinas, 15-HPETE e aos LTs, substâncias 

chamadas coletivamente de eicosanóides. Para que ocorra a síntese de LTs o AA 

liberado é transformado no envelope nuclear em ácido 5-

hidroperoxieicosatetraenóico (5-HPETE) que, por ser instável, é rapidamente 

convertido em leucotrieno A4 (LTA4) pela ação da 5-LO. Essa enzima é transposta 

do citosol para a membrana nuclear e ativada pela Proteína Ativadora da 5-

lipoxigenase (FLAP). Ao final da via da 5-LO, o LTA4 é enzimaticamente 

hidrolisado e transformado em LTB4, pela ação da LTA4 hidrolase, ou em LTC4 

intracelular pela ação da enzima LTC4 sintase, que catalisa a conjugação de LTA4 

com glutationa reduzida. LTC4 intracelular é transportado através da membrana e 

convertido, pela ação da gama-glutamil transferase em LTD4 e LTE4 
64. Para que 

ocorram as ações biológicas do LTB4, é necessária a sua ligação a receptores de 

membranas, BTL1 e BTL2, acoplados a proteína G. O BTL1 é o receptor de alta 

afinidade (Kd  0.4nM) que parece ser responsável pela atividade quimiotática e 

quimiocinética, enquanto que o BTL2 é um receptor de baixa afinidade que parece 
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mediar a liberação de enzimas lisossomais e o aumento do metabolismo oxidativo, 

apesar de também promover quimiotaxia 65,66,67.  

Os LTs são secretados por diferentes células, entre elas macrófagos, 

neutrófilos, eosinófilos e mastócitos 68-69. Dentre essas células destacam-se os MA 

residentes, que são células responsáveis pela manutenção da esterilidade do 

espaço alveolar 70  e cuja capacidade fagocítica, microbicida e de síntese de LTs, 

excede à dos macrófagos de outros tecidos. LTs estão envolvidos na patogênese 

de uma variedade de desordens inflamatórias do pulmão, incluindo asma 71 e 

doenças infecciosas do trato respiratório 72-73. Esses mediadores são produzidos 

rapidamente após o estímulo, pois a maquinaria enzimática para síntese destes 

compostos é constitutiva nas células mielóides. Nesse aspecto, LTs diferem dos 

mediadores protéicos, que requerem síntese “de novo”, e portanto são produzidos 

horas após a estimulação celular 74. 

Embora esteja bem estabelecido o papel de LTs como ativador celular e 

fator quimiotático para neutrófilos e eosinófilos 62,63,75 pouco se sabe ainda sobre o 

papel destes mediadores na defesa do hospedeiro contra agentes infecciosos. Alta 

concentração LTB4 foi detectada no fluído do LBA de pacientes com pneumonia 

bacteriana 76, com infecções pelo vírus influenza A 77, pelos vírus da hepatites A e 

B 78 e vírus Epstein-Barr (EBV) 79. Além disso, a produção de LTB4 está diminuída 

no sobrenadante de cultura de leucócitos infectados com vírus da sepsemia 

hemorrágica (VHSV), sendo observado diminuição na replicação viral após adição 

exógena de LTB4 
80. Medeiros et al. 81, demonstrou aumento na síntese de LTB4 e 

LTC4 no pulmão de camundongos infectados com H. capsulatum. Além disso, 

alguns autores relataram que pacientes portadores do vírus da imunodeficiência 

humana (HIV) apresentam aumento da suscetibilidade às infecções pulmonares 
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devido à deficiência na síntese de LTs 82-83. Nestes indivíduos, a deficiência na 

produção de LTs está associada com a redução na expressão da FLAP 83-84. 

Macrófagos alveolares e PMN obtidos destes indivíduos apresentaram atividade 

microbicida reduzida para Cryptococcus neoformans, sendo que a adição exógena 

de LTB4 reverteu esta deficiência 83. 

A realização de experimentos utilizando camundongos que não possuem o 

gene funcional da enzima 5-LO-/- permitiu a investigação precisa do papel dos LTs 

nos diferentes processos de ativação celular. O aumento da suscetibilidade dos 

animais 5-LO-/- às infecções pulmonares, também parece estar associado à 

deficiência na fagocitose e atividade microbicida dos MA. A adição exógena de 

LTB4 a culturas de MA obtidos de animais 5-LO-/- aumentou a capacidade 

fagocítica dos mesmos 73. Medeiros et al. 81 demonstrou que a depleção deste 

mediador na infecção experimental por Histoplasma capsulatum, resultou na morte 

de 100% dos animais, até 30 dias após a infecção. 

Alguns autores têm sugerido ainda a participação dos LTs na formação e 

manutenção de granulomas. Yoshino 85 demonstrou que a formação de 

granulomas induzido por polímeros isolados da parede celular de Streptococcus sp 

também é dependente de LTB4 e PGE2. Outros autores descreveram ainda que 

MA, obtidos do LBA de pacientes com sarcoidose, liberaram grandes quantidades 

de LTs, sugerindo que estes mediadores contribuem localmente para a formação 

de granulomas 86. Medeiros et al. 81 demonstrou importante papel de LTs na 

formação de granulomas na histoplasmose, uma vez que a ausência deste 

mediador inibiu a formação de granulomas compactos, resultando na multiplicação 

e disseminação do H. capsulatum para o baço e aumento da mortalidade dos 

animais. Estes resultados sugerem o importante papel de LTs na ativação celular e 
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regulação da atividade microbicida de fagócitos e consequentemente na proteção 

contra diferentes agentes infecciosos. 

Estudos utilizando antagonistas, inibidores da síntese de LTs e mais 

recentemente animais 5-LO-/-, sugerem importante papel imunomodulatório de LTs 

na síntese de diferentes mediadores nos processos infecciosos 70,74,81. Neste 

contexto foi demonstrado que o aumento da suscetibilidade às infecções 

pulmonares em animais 5-LO-/- e em indivíduos infectados pelo HIV está associado 

com a ausência de LTs e sua modulação na síntese de citocinas. Por outro lado, o 

tratamento de pacientes, portadores do vírus HIV, com GM-CSF restaurou a 

capacidade de síntese de LTs e aumentou a atividade microbicida dos PMN, in 

vitro, contra Mycobacterium avium e C. neoformans 83. Também, Morita et al. 87 

descreveram que células do baço estimuladas com anti-CD3 e incubadas com 

antagonista do receptor de LTs, o composto FK506, apresentaram inibição da 

proliferação celular e da síntese de IL-2, IFN-, IL-4 e IL-12. No entanto, Vellenga 

et al. 88 relataram que monócitos estimulados com LPS na presença de um inibidor 

da síntese de LTC4, o composto MK 571, liberaram entre três a cinco vezes mais 

IL-1 e IL-6, do que monócitos apenas estimulados com LPS. Também células do 

baço, provenientes de animais infectados com H. capsulatum e tratados com MK 

886, um inibidor da síntese de LTs, produziram menos IFN- e IL-12. Por outro 

lado, o tratamento dos animais infectados com MK 886 induziu aumento de TNF-, 

IL-1, KC e IL-6 e da expressão do RNAm das quimiocinas RANTES, MIP-1, MIP-

2, IP-10, MCP-1 81 e TCA-3 quando comparado com animais infectados não 

tratados 81. Estes resultados demonstram que LTs estão envolvidos na regulação 

da síntese de citocinas inflamatórias e imunes, assim como, na expressão de 
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quimiocinas, sugerindo um importante papel deste mediador na histoplasmose e 

outras micoses pulmonares. 

Além do papel imunomodulador de LTs na síntese de citocinas e 

quimiocinas, sabe-se que estes mediadores lipídicos contribuem para a produção 

de óxido nítrico (NO), uma substância crítica para o controle da replicação de 

diferentes agentes infecciosos como fungos, bactérias e vírus 89. Trabalhos 

recentes descreveram que a ausência de LTs pode modular a síntese de NO 90-91. 

Medeiros et al. 81 demonstraram que células do LBA de animais infectados com H. 

capsulatum, quando estimuladas com LPS e IFN-, produziram níveis elevados de 

NO, e que a ausência de LTs, resultante do tratamento dos animais infectados 

com MK 886, inibiu a síntese de NO sete e 15 dias após a infecção. Estes dados 

sugerem que LTs, além de modular a síntese de citocinas e quimiocinas, também 

regulam a produção de óxido nítrico. 

Sendo a PCM uma doença inflamatória que tem o pulmão como órgão alvo 

e que sua contenção está intrinsecamente relacionada à migração de PMN para o 

foco infeccioso, e que o NO é a molécula responsável pelo efeito citotóxico 

exercido por macrófagos sobre o P. brasiliensis, torna-se interessante estudar o 

efeito de LTs no curso da infecção; e pela grande diferença no potencial 

inflamatório nos animais da seleção AIR, consideramos que esta linhagem 

constituiu um modelo interessante e original para avaliarmos a PCM pulmonar 

murina. 
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2. OBJETIVOS  

 

Avaliar o efeito de leucotrienos no processo inflamatório decorrente da 

infecção por Pararacoccidioides brasiliensis em camundongos selecionados para 

resposta inflamatória máxima (AIRmax) e mínima (AIRmin). 

 

Para tanto, desenvolvemos a seguinte programação: 

 

1. Avaliar a cinética do recrutamento celular para os pulmões de animais 

infectados com P. brasiliensis tratados ou não com inibidor da síntese 

de leucotrienos (MK 886); 

2. Avaliar as unidades formadoras de colônias (UFC) nos pulmões de 

animais infectados com P. brasiliensis tratados ou não com MK 886; 

3. Determinar citocinas relacionadas ao padrão de resposta imune celular 

em pulmões de animais infectados com P. brasiliensis tratados ou não 

com MK 886; 

4. Determinar a produção de NO pelas células pulmonares de animais 

infectados com P. brasiliensis tratados ou não com MK 886; 

5. Determinar a atividade de mieloperoxidase (MPO) pelas células 

pulmonares de animais infectados com P. brasiliensis tratados ou não 

com MK 886; 
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3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

 

 

Seqüencia diária do 
tratamento 

C/ MK 886 ou H2O 

 

Sacrifício nos 

períodos 

1,3,7, dias 

 

BAL 

 

Extração dos 

pulmões 

 

Contagem total e 

diferencial de células 

 

Dosagem de 

NO em cultura de 

macrófagos 

Homogenato: 

Dosagem de citocinas 

IL-6, IL-10, TNF-, 

IFN- 

 

Dosagem 

 MPO 

 

Recuperação 

fúngica 

 

Administração 

de 

MK886 ou H2O 

 

Infecção c/ Pb 18 

(i.t.) ou Injeção de 
PBS (i.t.) 
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4.  MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 

Foram utilizados camundongos machos das linhagens geneticamente 

selecionadas para máxima (AIRmax) e mínima (AIRmin) reatividade inflamatória 

aguda, com 8-12 semanas de idade, provenientes do Biotério do Departamento 

de  Imunogenética do Instituto Butantan e mantidos no Laboratório de 

Experimentação Animal do Departamento de Microbiologia e Imunologia do 

Instituto de Biociências - UNESP - Botucatu. Todos os procedimentos envolvendo 

animais foram aprovados pela Comissão de Ética em Experimentação Animal 

(CEEA) da Faculdade de Medicina de Botucatu (protocolo n. 537/2006) 

 

4.2. Cultivo do P. brasiliensis 

 Foi utilizada a forma leveduriforme da cepa 18 do fungo P. brasiliensis (Pb 

18) mantida nos laboratórios do Departamento de Microbiologia e Imunologia do 

Instituto de Biociências - UNESP - Botucatu. A cultura desta cepa é mantida com 

subcultivos semanais a 37o C no meio de cultura ágar glicose-peptona-extrato de 

levedura (GPY) contendo: 1,5% de glicose; 1% de peptona e 0,5% de extrato de 

levedura. As culturas foram utilizadas com seis dias de cultivo. 

 

4.3. Preparação do inóculo e determinação da viabilidade de P. brasiliensis 

As células leveduriformes foram transferidas da superfície de meio de 

cultura com auxílio de alça plástica para tubos estéreis contendo pérolas de vidro 

de 4 mm de diâmetro e solução salina tamponada estéril, pH 7,2 (PBS), e 

homogeneizadas em agitador de tubos tipo Vortex, por três ciclos de 10 segundos 
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cada.  A seguir, a suspensão de leveduras foi mantida a 37oC durante cinco 

minutos, para sedimentar grumos não desfeitos durante a agitação. O 

sobrenadante contendo células isoladas ou com poucos brotamentos foi colhido e 

a viabilidade das células fúngicas, estabelecida por contagem em câmara 

hemocitométrica, tipo Neubauer, em microscópio de contraste de fase. Foram 

consideradas como células viáveis às de aspecto brilhante e refringente, uma vez 

que as células mortas mostraram-se opacas e de coloração escura. Após a 

contagem, a concentração de células fúngicas foi padronizada para 1x107 

leveduras viáveis/mL. Foram empregadas para inóculo, culturas de P. brasiliensis 

que apresentaram, pelo menos, 80% de viabilidade. 

 

4.4. Infecção pulmonar com P. brasiliensis através da inoculação 

intratraqueal (i.t), por procedimento cirúrgico 

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal (i.p.) com 2,2,2-

Tribromoetanol 99% (ACROS, New Jersey, USA), na concentração de 2,5% em 

PBS, na dose de 250 mg/kg de animal. Para a inoculação das leveduras de P. 

brasiliensis, os animais anestesiados tiveram suas traquéias expostas sendo 

inoculados i.t. com 100 l de uma suspensão de 1 x 107 leveduras/ml de P. 

brasiliensis (1 x 106 leveduras/animal). Animais controle foram submetidos ao 

mesmo procedimento cirúrgico e receberam 100 l PBS estéril.  

 

4.5. Tratamento com o composto MK 886, inibidor da síntese de leucotrienos 

O Composto MK 886 ou L-663,536 (3 [1-(4-clorobenil)-3-t-butil-tio-5-

isopropilindol-2-yl]-2,2-ácidodimetilprpoanóico) é um potente inibidor da síntese de 

LTs, tanto in vivo como in vitro, não tendo efeito em outras vias do AA. Sua ação 
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de dá na translocação da 5-LO e bloqueio de sua subseqüente ativação, evitando 

assim a biossíntese celular desse metabólito 92. O MK 886 doado pela Merck 

Frosst, Canadá Inc, foi diluído segundo instruções do fabricante, em 100 uL de 

etanol absoluto (Merck, Montreal, Canadá) e acrescido de água, de modo a se 

obter a solução de tratamento 81. Os animais foram tratados diariamente com 

5mg/kg em 0,5mL por via oral, sendo a primeira e a última dose administradas 1 

hora antes da injeção dos estímulos e sacrifícios dos animais, respectivamente. 

Como controle experimental, animais injetados i.t. com PBS ou infectados com P. 

brasiliensis foram tratados diariamente com o mesmo volume de etanol e água. 

 

4.6. Obtenção, contagem total e diferencial das células do LBA 

As células do LBA foram obtidas através da inserção na traquéia de um 

cateter acoplado a uma seringa contendo 1 ml de solução de PBS estéril. Esse 

procedimento foi repetido três vezes com o mesmo volume para obtenção da 

suspensão celular. O exsudado foi coletado individualmente de cada animal e 

adicionado separadamente em tubos plásticos. A contagem do número total de 

células presentes nos lavados foi feita empregando solução de Turk em câmara 

de Neubauer. As contagens diferenciais das células foram feitas em esfregaços 

preparados em citocentrífuga (Cytospin 3, Shandon Souther Products Ltd., 

Cheshire, UK) e submetidas à coloração por Panótico (Laborclin LTDA, Pinhais 

Paraná, Brasil). 

 

 

4.7. Determinação de Unidades Formadoras de Colônia (UFC) nos pulmões 

de animais infectados com P. brasiliensis 
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Animais infectados com P. brasiliensis, tratados ou não com MK 886 foram 

sacrificados após 1, 3 e 7 dias de infecção e tiveram parte do pulmão esquerdo 

retirado e submetido à pesagem em placas de Petri (Falcon, B-D, Franklin Lakes, 

N.J.). Após a pesagem os fragmentos pulmonares foram transferidos 

individualmente para graal de porcelana, sendo macerados com auxílio de pistilo 

e homogeneizados em 1 mL de solução salina estéril. Alíquotas de 100 L dessa 

suspensão foram semeadas, em duplicatas, com auxílio de bastões de vidro em 

L, em placas de Petri 20 x 100 mm, contendo Brain Heart Infusion Agar (BHI), 

suplementado com 5% de fator de crescimento (filtrado de cultura de células 

leveduriformes da cepa 192 de P. brasiliensis, cultivada sob agitação a 36oC em 

meio de Casals, durante 7 dias ; 4% de soro eqüino; 50 mg/mL de gentamicina). A 

seguir, as placas de Petri foram vedadas e incubadas a 36,5oC e as colônias 

contadas diariamente até que nenhum aumento em UFC fosse observado. O 

resultado foi expresso pelo número de UFC por g de órgão (log 10). 

 

4.8. Preparação dos homogeneizados de pulmão para dosagem de citocinas 

e NO 

Para a dosagem de citocinas e NO ex vivo foi realizado o seguinte 

procedimento: após a infecção i.t. dos camundongos com P. brasiliensis ou 

injeção i.t. com PBS, tratados ou não com MK 886, os mesmos foram sacrificados 

nos períodos de 1, 3 e 7 dias após a infecção. Após a coleta do exsudato do LBA, 

os pulmões foram retirados e submetidos à homogeneização utilizando peneiras 

de nylon. Após a homogeneização, o lisado celular total obtido foi centrifugado a 

4°C por 15 minutos, a 10.000 g (centrífuga Avanti 30, Beckman). A seguir, o 

sobrenadante foi coletado e congelado a -70oC para posterior dosagem de 
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citocinas, o botão celular foi ressuspendido em 1 mL de RPMI-I e as células 

submetidas a cultivo, para posterior dosagem de NO. 

 

4.9. Detecção de citocinas pelo Ensaio Imuno-Enzimático (ELISA)  

A determinação da concentração de TNF-α, IFN-y, IL-6 e IL-10  foi 

realizada através de ensaio imunoenzimático (ELISA). Inicialmente foram 

adicionados 100 µL de uma solução contendo tampão carbonato-bicarbonato 

(TCB) e anticorpos monoclonais diluídos conforme orientação do fabricante (BD 

Biosciences, San Diego, EUA) às placas de poliestireno (Maxisorp- Nunc, EUA) e 

incubadas “overnight” à 4ºC em câmara úmida. Após cinco lavagens dos orifícios 

com solução salina tamponada (PBS) acrescido de Tween 20 (Sigma, St. Louis, 

MO) 0,05%, ocorreu o bloqueio dos orifícios com soro bovino fetal em PBS (10%) 

para a saturação dos sítios de ligação e, em seguida, a placa foi incubada à 

temperatura ambiente por 1 hora. Após nova lavagem, os padrões recombinantes, 

em diluições crescentes para construção das curvas e as amostras foram 

adicionadas à placa e estas incubadas por duas horas a temperatura ambiente. 

Os orifícios foram novamente lavados e, o anticorpo de detecção policlonal 

biotinilado, foi adicionado ao conjugado estreptoavidina-peroxidase, incubando-se 

novamente por mais uma hora. Novas lavagens foram realizadas e, para 

revelação, foram adicionados 100 µL da solução contendo o substrato (peróxido 

de hidrogênio) e tetrametilbenzidina (TMB). Após 30 minutos à temperatura 

ambiente, a reação enzimática foi interrompida pela adição de 50 µL de H2SO4 

4N. As leituras foram realizadas em leitor ELISA com filtro de 450 nm. 
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4.10 Cultura de macrófagos pulmonares 

Os homogeneizados pulmonares colhidos como descrito no item 3.8 

tiveram a concentração acertada em câmara de Neubauer, após coloração com 

vermelho neutro, para 2x106 células/mL. A seguir, 0,1mL dessa suspensão foram 

distribuídos em placas de microcultura de 96 orifícios de fundo chato. Essas 

células foram incubadas a 37ºC em tensão de 5% de CO2 por 24 horas, para 

coleta de sobrenadantes para dosagem de NO. 

 

4.11 Detecção de Nitrito (NO2
-) em sobrenadante de cultura de células 

pulmonares 

 A detecção da produção de NO foi avaliada através da dosagem de nitrito 

(NO2
-) pelo método de Griess. Para a dosagem de nitrito, 100 L de sobrenadante 

da cultura de células dos homogeneizados de pulmões foram adicionados a 100 

L do reagente de Griess contendo uma parte da solução estoque de NEED a 

0,1% (Sigma, St. Louis, MO) e uma parte da solução estoque de sulfanilamida 

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) a 1% em ácido fosfórico (H3PO4) 5%. Após 5 

minutos de incubação à temperatura ambiente, a densidade ótica (D.O.) foi obtida 

em leitor de microplacas em filtro de 540 nm (Metertech Inc., modelo 960) contra 

um branco constituído por reagente de Griess. Para análise quantitativa das 

amostras foi construída na mesma placa a curva padrão contendo nitrito em 

concentrações variando entre 200 a 3 µM de nitrito de sódio. A quantidade de 

nitrito das amostras foi correlacionada aos valores de absorbância obtidos na 

curva padrão. 
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4.12. Determinação da atividade de mieloperoxidase (MPO) 

Para a determinação da atividade de MPO, foi realizado o seguinte 

procedimento: após a infecção i.t. dos camundongos com P. brasiliensis, tratados 

ou não com MK 886, os mesmos foram sacrificados nos períodos de 1, 3 e 7 dias 

após a infecção. Após a coleta do exsudato do LBA, fragmentos dos pulmões 

foram retirados e armazenados a –70 C até o momento da dosagem. Após o 

descongelamento, eles foram lavados em PBS e homogeneizados durante 40 

segundos em politron (Brinckman) na presença de 1 mL de Brometo de 

Hexadeciltrimetilamônio (HTAB) a 0,5% em EDTA 10mM. Em seguida as 

amostras foram centrifugadas a 12000g durante 10 minutos à 40C. A atividade de 

MPO foi determinada no sobrenadante. 

 O ensaio de MPO foi conduzido adicionando 10 uL da amostra em duplicata 

em placa de 96 poços e 200 uL de tampão substrato constituído de: tampão 

fosfato a 50mM, pH 6.0, peróxido de hidrogênio a 0,1%, orto-dianisidina 1,3% em 

H2O. Os valores de atividade de MPO foram expressos pelo valor das 

absorbâncias obtidas a 450nm em leitor de ELISA (Bio-Tek Instruments). 

 

4.13 Análise estatística 

Os resultados são expressos como média  EPM e os mesmos foram 

analisados utilizando ANOVA seguido de teste Tukey. Para análise estatística foi 

utilizado o programa GraphPad Prism 4 (Califórnia, U.S.A.). As estatísticas foram 

consideradas significativas quando p<0,05.  
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5.  RESULTADOS 

 

5.1 Caracterização do recrutamento de leucócitos para a cavidade 

broncoalveolar 

 

Inicialmente tivemos como objetivo analisar qualitativamente e 

quantitativamente as células inflamatórias recrutadas na fase aguda da PCM murina. 

Desta forma, avaliamos a cinética de migração celular para o espaço broncoalveolar 

dos animais inoculados i.t. com P. brasiliensis. Posteriormente, avaliamos o 

envolvimento de leucotrienos no recrutamento celular na infecção aguda induzida 

por P. brasiliensis nas diferentes linhagens. Para tanto animais infectados foram 

tratados com MK 886, um inibidor da síntese de leucotrienos. A Figura 1 mostra o 

influxo de neutrófilos para o espaço broncoalveolar no 1º, 3º e 7º dia de infecção 

pelo fungo. A infecção i.t. com P. brasiliensis induziu migração significativa de 

neutrófilos em ambas linhagens nos três períodos analisados comparando com seus 

respectivos controles, que receberam PBS pelo mesmo processo cirúrgico e foram 

tratados por via oral com H2O. Comparando a linhagem AIRmax nos diferentes 

grupos, observamos um maior influxo de neutrófilos no grupo de animais que foram 

somente infectados com o P. brasiliensis sem tratamento com MK 886 no 1º e 3º dia 

após a infecção em relação ao grupo infectado e tratado, no 7º período houve uma 

diminuição na migração celular e não foi observada diferença estatisticamente 

significante entre os grupos. Comparando a linhagem AIRmin nos diferentes grupos, 

animais pertencentes ao grupo de infectados e não tratados com MK 886, também  

recrutaram mais células em relação ao grupo infectado e tratado, com significância 

estatística no 1º e 3º dia após a infecção, no 7º período não foi observada diferença 
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estatística entre os  AIRmin. Na comparação interlinhagens (AIRmax x AIRmin)  no 

grupo de infectados e não tratados com MK 886, AIRmax recrutaram mais 

neutrófilos em relação aos AIRmin nos três períodos estudados. No grupo de 

animais infectados e tratados com MK 886 não foi observada diferença 

estatisticamente significante entre as linhagens.  
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 Figura 1. Número absoluto de neutrófilos no BAL de camundongos inoculados i.t. 

com 106 células leveduriformes de P. brasiliensis tratados ou não com MK 886. 

Animais controles receberam i.t 100 ul de PBS estéril. Os pulmões dos 

camundongos foram lavados com PBS 1, 3 e 7 dias após infecção, e as suspensões 

de células foram preparadas em citocentrífuga e submetidas à coloração por 

panótico. O número absoluto de células foi calculado como descrito em material e 

métodos. Os resultados representam a média  EPM obtidos de cinco animais por 

linhagem nos diferentes grupos avaliados em cada período. 
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O influxo de células mononucleares para o espaço broncoalveolar (Figura 2) 

em resposta a leveduras de P. brasiliensis nas diferentes linhagens nos diferentes 

grupos foi significativo nos três períodos de estudo, quando comparado com seus 

respectivos controles, o recrutamento de células mononucleares aumentou 

progressivamente atingindo o pico de migração 7 dias após a infecção, que foi o 

período máximo de observação.  

Comparando a linhagem AIRmax nos diferentes grupos, observamos que  

não houve diferença estaticamente significante nos três períodos de estudo, assim 

como na linhagem AIRmin. Na comparação interlinhagens, no grupo de animais 

infectados e não tratados com MK 886 foi observada diferença estaticamente 

significante apenas no 7º período de estudo, onde os  AIRmax recrutaram cerca de 

70% mais células em relação aos AIRmin. No grupo de animais infectados e 

tratados com MK 886, a diferença estaticamente significante também foi observada 

somente no 7º dia de infecção onde a linhagem AIRmax recrutou cerca de 40% mais 

células em relação a linhagem AIRmin. 

Esses dados demonstram que a ausência de leucotrienos parece interferir no 

perfil de migração de neutrófilos nos períodos mais agudos da infecção, mas não 

influencia o perfil de migração de células mononucleares. 
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Figura 2. Número absoluto de células mononucleares no BAL de camundongos 

inoculados i.t. com 106 células leveduriformes de P. brasiliensis tratados ou não com MK 

886. Animais controles receberam i.t 100 ul de PBS estéril. Os pulmões dos 

camundongos foram lavados com PBS 1, 3 e 7 dias após infecção, e as suspensões de 

células foram preparadas em citocentrífuga e submetidas à coloração por panótico. O 

número absoluto de células foi calculado como descrito em material e métodos. Os 

resultados representam a média  EPM obtidos de cinco animais por linhagem nos 

diferentes grupos avaliados em cada período. 
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5.2  Determinação da atividade da MPO no pulmão de camundongos 

infectados com P. brasiliensis, tratados ou não com MK 886 

 

Para estudar o perfil da resposta inflamatória no pulmão de camundongos da 

linhagem AIR, avaliamos o infiltrado inflamatório celular induzido pela infecção i.t. do 

P. brasiliensis em 1, 3 e 7 dias. A determinação da atividade da MPO no pulmão 

caracteriza o infiltrado de neutrófilos. Animais controles receberam i.t., 100ul de PBS 

estéril. 

Na figura 3 observamos que a infecção i.t. com P. brasiliensis induziu 

significativamente a atividade da MPO em ambas linhagens no 1º e 3º dia após a 

infecção, em comparação com seus respectivos controles, no 7º período não foi 

observada diferença entre animais infectados e seus respectivos controles. 

Comparando a linhagem AIRmax nos diferentes grupos, observamos uma maior 

atividade da MPO no grupo de animais que foram somente infectados com o P. 

brasiliensis no 1º e 3º dia após a infecção em relação ao grupo infectado e tratado 

com MK 886, no 7º dia a atividade da MPO não apresentou diferença 

estatisticamente significante entre os grupos assim como entre as linhagens. Na 

linhagem AIRmin, animais pertencentes ao grupo de infectados e não tratados com 

MK 886 apresentaram uma maior atividade da MPO também no 10 e 30 dia após a 

infecção em relação ao grupo de animais infectados e tratados. Em 7 dias a 

atividade da MPO não apresentou significância nesta linhagem assim como nos 

diferentes grupos. 

Na comparação interlinhagens, a diferença estatística foi somente observada 

no 3º dia após a infecção no grupo de animais infectados e tratados com MK 886, 
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onde a atividade da MPO foi de aproximadamente 1,7 vezes maior a favor dos 

AIRmax.  

Esses dados nos sugerem, assim como no recrutamento de neutrófilos, que a 

ausência de leucotrienos interfere na atividade da MPO nos períodos mais agudos 

da infecção.  
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Figura 3. Atividade da MPO pulmonar por grama do órgão em camundongos 

inoculados i.t. com 106 células leveduriformes de P. brasiliensis tratados ou não com 

MK 886. Animais controles receberam i.t 100 ul de PBS estéril. A atividade da MPO 

foi calculada como descrito em material e métodos. Os resultados representam a 

média  EPM obtidos de cinco animais por linhagem nos diferentes grupos avaliados 

em cada período. 
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5.3 Efeito do inibidor da síntese de leucotrienos MK 886, na multiplicação de 

leveduras nos pulmões de animais infectados com P. brasiliensis  

 

 A resistência à infecção por P. brasiliensis em animais tratados ou não com MK 

886 foi analisada nas linhagens AIRmax e AIRmin através da obtenção do número 

de UFC a partir de macerados de fragmentos dos pulmões no 1°, 3° e 7° dia de 

infecção, figura 4. 

Comparando a linhagem AIRmin nos diferentes grupos, nossos resultados 

demonstraram através da contagem do número de UFC, que o número de leveduras 

recuperadas nos pulmões, foi significantemente maior nos animais que receberam o 

tratamento com MK 886 nos três períodos analisados, tendo pico no 3º dia e um 

decréscimo ao 7º dia. Comparando a linhagem AIRmax nos diferentes grupos, o 

número de leveduras recuperadas nos pulmões, também foi maior nos animais que 

receberam o tratamento com MK 886 nos três períodos de análise. 

 Na comparação Interlinhagens, a linhagem AIRmin obteve maior 

recuperação fúngica em relação aos AIRmax em todos os grupos e em todos os 

períodos, apenas não apresentando diferença estatística no 3º período no grupo de 

animais infectados e não tratados com MK 886 .  Esses dados mostram que a 

linhagem AIRmin é mais suscetível a infecção e que leucotrienos parecem estar 

envolvidos no mecanismo de resistência/suscetibilidade na PCM murina. 
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Figura 4. Recuperação de fungos viáveis, a partir de tecido pulmonar de 

camundongos inoculados i.t. com 106 células leveduriformes de P. brasiliensis 

tratados ou não com MK 886, após 1, 3 e 7 dias de infecção. Os resultados 

representam a média  EPM obtidos de cinco animais por linhagem nos diferentes 

grupos avaliados em cada período. 
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5.4 Concentração de óxido nítrico em sobrenadante de homogeneizados de 

pulmões obtidos de animais infectados por P. brasiliensis tratados ou não com 

MK 886 

 

Investigamos também alguns parâmetros imunológicos como a produção de 

óxido nítrico, procurando assim, relacionar a multiplicação do fungo no pulmão com 

a produção deste metabólito. A produção de NO2
- foi avaliada após 1, 3 e 7 dias de 

infecção, figura 5. 

No grupo de animais infectados e não tratados com o inibidor da síntese de 

leucotrienos, ambas linhagens em relação aos seus respectivos controles, 

apresentaram maior produção de NO nos três períodos de estudo, com pico de 

produção no 3º dia; já no grupo de animais infectados e tratados com MK 886 não foi 

observada nenhuma diferença estatística em relação aos controles 

Comparando a linhagem AIRmax nos diferentes grupos, animais pertencentes 

ao grupo infectados e não tratados com MK 886 em 1, 3 e 7 dias produziram 

significamente mais NO em relação aos AIRmax do grupo de infectados e tratados, 

o mesmo aconteceu com a linhagem AIRmin na comparação entre grupos. 

No grupo de animais infectados e tratados com MK 886, a linhagem AIRmax 

em relação a AIRmin apresentou maior produção de NO estatisticamente 

significante nos três períodos de estudo, no grupo de animais infectados e  não 

tratados, essa diferença também foi observada a favor dos AIRmax, em 1 e 7 dias. 
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Figura 5. Produção de NO2
- nos sobrenadantes do homogenato pulmonar de 

animais infectados com 106 leveduras viáveis de P. brasiliensis tratados ou não com 

MK 886 e de animais controles injetados com PBS. Após 1, 3 e 7 dias de infecção os 

pulmões foram retirados, homogeneizados em 2 mL de RPMI-C e centrifugados. O 

NO2
- foi determinado nos sobrenadantes através da reação de Griess. Os resultados 

representam a média  EPM obtidos de cinco animais por linhagem nos diferentes 

grupos avaliados em cada período. 

 

 

 

 

 



                                                                                                          Resultados                                                                                                                            62  

5.5. Produção de citocinas em sobrenadante de homogenatos de pulmões 

obtidos de animais infectados por P. brasiliensis tratados ou não com MK 886 

 O perfil de produção de, IL-6, IL-10, TNFα e IFN- foi avaliado por ELISA após 

1, 3 e 7 dias de infecção por P. brasiliensis em homogenatos de pulmões. 

 

5.5.1. Produção de  IL-6 

 

  Os resultados obtidos com a produção de IL-6 no pulmão estão 

demonstrados na figura 6.  O pico de produção desta citocina em animais infectados 

ocorreu no 1º dia, tendo um decréscimo ao longo dos demais períodos. Animais 

infectados de ambas linhagens tratados ou não com MK 886 apresentaram 

produção de IL-6 maior que seus respectivos controles em 1 e 3 dias após a 

infecção, no 7º dia essa diferença foi somente observada nos AIRmax do grupo 

infectado e não tratado com MK 886, esses dados mostram o P. brasiliensis como 

um forte estímulo para a produção de IL-6 e o MK 886 modulador desta citocina  nos 

períodos mais agudos da infecção. 

 Comparando a linhagem AIRmax nos diferentes grupos,  aqueles que não 

foram tratados com MK 886 produziram maior quantidade de IL-6 em relação aos 

tratados em 1 e 3 dias, comparando a linhagem AIRmin nos diferentes grupos 

animais não tratados produziram mais IL-6 em relação aos tratados também em 1 e 

3 dias. Na comparação interlinhagens, no grupo de animais infectados e não 

tratados com MK 886, a detecção de IL-6 foi maior na linhagem AIRmax nos três 

períodos de estudo, no grupo de animais infectados e tratados com MK 886, a maior 

produção de IL-6 também foi observada a favor dos AIRmax nos três períodos de 

estudo apesar de não haver diferença estatística. 
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Figura 6. Determinação de IL-6 nos sobrenadantes do homogenato pulmonar de  

animais infectados com 106 leveduras viáveis de P. brasiliensis, tratados ou não com 

MK 886, animais controles receberam i.t., 100ul de PBS estéril. Após 1, 3 e 7 dias de 

infecção os pulmões foram retirados, homogeneizados em 2 mL de RPMI-C e 

centrifugados. As citocinas foram determinadas no sobrenadante através de ELISA. 

Os resultados representam a média  EPM obtidos de cinco animais por linhagem 

nos diferentes grupos avaliados em cada período. 
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5.5.2. Produção de IL-10 

 

 Na Figura 7, são mostrados os resultados referentes à quantificação de IL-10. 

A infecção i.t. com P. brasiliensis induziu a produção desta citocina em ambas 

linhagens nos três períodos analisados, comparando com seus respectivos 

controles. No grupo de animais infectados e não tratados com MK 886, a linhagem 

AIRmin apresentou significativamente maior produção de IL-10 em relação a 

linhagem AIRmax em todos os períodos, no grupo de infectados e tratados com MK 

886 este aumento de produção de IL-10 a favor dos AIRmin também foi observado, 

porem sem significância estatística. Na comparação de animais da mesma linhagem 

em grupos diferentes, animais AIRmin não apresentaram diferença entre si nos três 

períodos de estudo, já os AIRmax do grupo de infectados e tratados com MK 886 

produziram significativamente mais IL-10  apenas no  7º dia de infecção em relação 

as AIRmax do grupo que foi somente infectado com o P.brasiliensis, nos demais 

períodos não foi observada diferença. 
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Figura 7. Determinação de IL-10 nos sobrenadantes do homogenato pulmonar de  

animais infectados com 106 leveduras viáveis de P. brasiliensis, tratados ou não com 

MK 886, animais controles receberam i.t., 100ul de PBS estéril. Após 1, 3 e 7 dias de 

infecção os pulmões foram retirados, homogeneizados em 2 mL de RPMI-C e 

centrifugados. As citocinas foram determinadas no sobrenadante através de ELISA. 

Os resultados representam a média  EPM obtidos de cinco animais por linhagem 

nos diferentes grupos avaliados em cada período. 
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5.5.3. Produção de IFN-

 

Animais infectados de ambas linhagens tratados ou não com MK 886 

apresentaram produção de IFN- maior que seus respectivos controles em 1, 3 e 7 

dias após a infecção (figura 8). Comparando a linhagem AIRmax nos diferentes 

grupos, animais infectados e não tratados com MK 886 produziram mais IFN- em 

relação aos animais pertencentes ao grupo de infectados e tratados com MK 886 em 

1 e 7 dias após a infecção. Comparando a linhagem AIRmin nos diferentes grupos, 

não foi observada diferença. 

Na comparação interlinhagens, no grupo de animais infectados e não tratados 

com MK 886 a produção de IFN- foi significantemente maior na linhagem AIRmax 

nos três períodos de estudo. No grupo infectado e tratado com MK 886 essa 

diferença interlinhagens não foi constatada. 
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Figura 8. Determinação de IFN- nos sobrenadantes do homogenato pulmonar de  

animais infectados com 106 leveduras viáveis de P. brasiliensis, tratados ou não com 

MK 886, animais controles receberam i.t., 100ul de PBS estéril. Após 1, 3 e 7 dias de 

infecção os pulmões foram retirados, homogeneizados em 2 mL de RPMI-C e 

centrifugados. As citocinas foram determinadas no sobrenadante através de ELISA. 

Os resultados representam a média  EPM obtidos de cinco animais por linhagem 

nos diferentes grupos avaliados em cada período.  
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5.5.4. Produção de TNF-



 Na Figura 9, são mostrados os resultados referentes à quantificação de TNF-

No grupo de animais infectados e não tratados com o inibidor da síntese de 

leucotrienos ambas linhagens apresentaram maior produção desta citocina nos três 

períodos de estudo em relação aos seus respectivos controles, no grupo de animais 

infectados e tratados com MK 886 apenas a linhagem AIRmax produziu mais TNF- 

em relação aos seus respectivos controles em 3 e 7 dias após a infecção. 

Comparando a linhagem AIRmax nos diferentes grupos, aqueles que não tiveram 

tratamento com MK 886 produziram maior quantidade de TNF- em relação aos 

tratados em 1 e 3 dias. Comparando a linhagem AIRmin nos diferentes grupos, a 

maior produção de TNF- foi observada nos animais do grupo não tratado com MK 

886, no 3º dia após a infecção. 
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Figura 9. Determinação de TNF- nos sobrenadantes do homogenato pulmonar de 

animais infectados com 106 leveduras viáveis de P. brasiliensis, tratados ou não com 

MK 886, animais controles receberam i.t., 100ul de PBS estéril. Após 1, 3 e 7 dias de 

infecção os pulmões foram retirados, homogeneizados em 2 mL de RPMI-C e 

centrifugados. As citocinas foram determinadas no sobrenadante através de ELISA. 

Os resultados representam a média  EPM obtidos de cinco animais por linhagem 

nos diferentes grupos avaliados em cada período. 
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6.  DISCUSSÃO 

 

A caracterização do papel de leucotrienos nos processos infecciosos vem 

sendo amplamente estudado, indicando que este mediador não é somente um 

potente agente quimiotático envolvido no recrutamento celular, mas também um 

modulador dos mecanismos de defesa do hospedeiro.  Em nosso trabalho 

investigamos o envolvimento de leucotrienos na PCM pulmonar em camundongos 

selecionados segundo a reatividade inflamatória aguda a microesferas de 

poliacrilamida (Biogel) no tecido subcutâneo. Resultados obtidos nesse trabalho 

demonstraram que leucotrienos tem importantes funções na modulação da resposta 

inflamatória e na indução da resposta imune nesta micose. 

Nosso primeiro passo foi avaliar se a ausência de leucotrienos na PCM 

pulmonar poderia interferir no padrão de migração celular nas linhagens AIR. 

Nossos resultados demonstraram que a infecção i.t. com P. brasiliensis induziu 

intensa reação inflamatória local com predominância de neutrófilos nos primeiros 

três dias de infecção seguido de um maior influxo de células mononucleares no 7º 

dia de infecção. Em animais tratados com inibidor da síntese de leucotrienos 

observamos um menor influxo de neutrófilos nos primeiros três dias de infecção em 

comparação com os animais apenas infectados com P. brasiliensis. O influxo de 

neutrófilos foi também demonstrado em análise da atividade da MPO em células 

pulmonares de animais infectados, tratados ou não com MK 886, e esta atividade 

acompanhou de maneira geral os resultados obtidos referentes à migração 

neutrofilica para o espaço broncoalveolar.  

 Os leucócitos polimorfonucleares são células imunoprotetoras na PCM 

pulmonar, mas a sua ação depende do padrão genético do hospedeiro. Estas 
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células participam muito ativamente dos mecanismos protetores da imunidade 

natural, mas não na fase de imunidade adquirida contra o P. brasiliensis 52. Alguns 

estudos têm reforçado a idéia de que os neutrófilos exercem um importante papel 

efetor principalmente durante os estágios iniciais da infecção, uma vez que estas 

células desempenham atividade fungicida e fungistática eficiente após ativação por 

várias citocinas 93,94,95. Mais tardiamente que os neutrófilos, ocorre a migração de 

macrófagos para o tecido afetado, tendo o seu número aumentado em virtude da 

migração de monócitos do sangue para o local. Sendo células centrais da imunidade 

natural e adquirida, os macrófagos são responsáveis por numerosos processos 

imunológicos, metabólicos e inflamatórios. Além de suas funções primárias como a 

fagocitose, os macrófagos podem secretar vários produtos, incluindo citocinas que 

mobilizam outras células residentes no tecido 96. Como os neutrófilos, macrófagos 

ativados são apresentados como células hábeis em matar ou inibir o crescimento de 

P. brasiliensis 13-97. In vivo, acredita-se que os macrófagos e linfócitos sejam as 

principais células efetoras envolvidas no controle da doença 98.   

Nesse contexto, a participação de leucotrienos no rerutamento de neutrófilos 

e ativação celular está bem caracterizado 69. Burger et al. 99, demonstraram a 

importância dos leucócitos PMN na PCM experimental e demonstraram 

concentração mais elevada de LTB4 em lavados de bolsa subcutânea de 

camundongos resistentes quando comparados aos suscetíveis. Esta concentração 

era concomitante à maior ativação das células PMN. Sabe-se que LTB4 é potente 

mediador quimioatraente para neutrófilos e em menor intensidade para eosinófilos e 

células mononucleares e que o mesmo é liberado após ativação celular por 

patógenos ou mediadores solúveis 62,63,100. No entanto, LTC4, LTD4 e LTE4 

aumentam a permeabilidade vascular e contribuem para o recrutamento de células 
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mononucleares, porém não são considerados potentes fatores quimiotáticos para 

neutrófilos 100. Sendo assim, podemos sugerir que LTB4 e LTC4, respectivamente, 

medeiam o recrutamento de neutrófilos e de células mononucleares, para os 

pulmões de animais infectados com P. brasiliensis. Além disso, muitos autores têm 

sugerido a participação dos leucotrienos na formação e manutenção de granulomas 

em diferentes processos infecciosos 85,86,101. Medeiros et al. 81 através de análises de 

cortes histológicos de pulmões de animais infectados com Histoplasma capsulatum 

e tratados com um inibidor da síntese de leucotrienos (MK 886), mostrou que a 

ausência deste mediador inibiu a formação de granulomas compactos, resultando na 

multiplicação e disseminação do H. capsulatum para o baço e aumento da 

mortalidade dos animais. Outro dado importante demonstrado por Coffey et al, 83 e 

Mancuso et al, 102 mostra que a ausência de leucotrienos inibe fagocitose e atividade 

microbicida de neutrófilos, desta forma podemos sugerir que a inibição da síntese de 

leucotrienos, por MK 886, além de diminuir a quimiotaxia de neutrófilos, impediria 

sua ativação e suas funções microbicidas contra o P. brasiliensis. Demonstramos em 

nossos resultados que na ausência de leucotrienos o recrutamento de neutrófilos é 

acompanhado pelo aumento da recuperação de fungos no pulmão (figura 4), 

indicando a importância destas células e conseqüentemente de leucotrienos na 

resolução da infecção.  A migração de células mononucleares pareceu não ser 

alterada pela ausência de leucotrienos, mas seu aumento no 7º período possa ser 

em conjunto com outros fatores responsável pela diminuição da recuperação fúngica 

nesse período.  

Nosso próximo passo foi determinar as UFC de pulmões de animais 1, 3 e 7 

dias após a infecção tratados ou não com MK 886. O maior número de leveduras foi 

recuperado dos animais AIRmin em todos os grupos, e nos 3 períodos. A linhagem 
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AIRmax foi mais eficiente na contenção do processo infeccioso, este resultado 

comparando as linhagens nos diferentes grupos em 1 e 3 dias, pode ser relacionado 

ao fenótipo da AIR quanto à migração de neutrófilos, sendo as linhagem AIRmax as 

de maior migração de neutrófilos e de menor recuperação de UFC. Na comparação 

entre os grupos, observamos um aumento expressivo no número de leveduras no 

parênquima pulmonar dos animais infectados e tratados com MK 886 quando 

comparado com animais somente infectados com P. brasiliensis (figura 4). A 

participação de leucotrienos nos mecanismos de defesa do hospedeiro foi 

demonstrada em animais 5-LO KO em outros processos infecciosos como bactérias 

e vírus. A ausência de leucotrienos resultou na diminuição da sobrevivência destes 

animais assim como no aumento de UFC de bactérias e na replicação viral 73,90. O 

aumento na recuperação de bactérias e na mortalidade destes animais foi 

demonstrado ser devido à deficiência da fagocitose e da capacidade microbicida das 

células fagocíticas dos animais 5-LO KO 102. Alguns autores relataram que pacientes 

portadores do vírus da imunodeficiência humana (HIV) apresentam aumento da 

suscetibilidade às infecções pulmonares devido à deficiência na síntese de 

leucotrienos 82,83. Nestes indivíduos, a deficiência na produção de leucotrienos está 

associada com a redução na expressão da FLAP 83,84. MA e PMN obtidos destes 

indivíduos apresentaram atividade microbicida reduzida para Cryptococcus 

neoformans, sendo que a adição exógena de LTB4 reverteu esta deficiência 83. 

Nossos dados, juntamente com os descritos na literatura nos permitem 

sugerir que a inibição da síntese de leucotrienos em animais infectados com P. 

brasiliensis pode interferir na ativação celular e síntese de fatores microbicidas 

resultando no aumento da recuperação de UFC nos animais. 
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Outro parâmetro imunológico por nós estudado foi a produção de óxido nítrico 

por células pulmonares de animais infectados com P. brasiliensis tratados ou não 

com MK 886. Sabe-se que os mediadores lipídicos contribuem para a produção de 

óxido nítrico, uma substância fundamental para o controle da replicação de 

diferentes agentes infecciosos como fungos, bactérias e vírus 89. Vários trabalhos 

têm demonstrado que reativos intermediários do nitrogênio produzidos por 

macrófagos estão entre os primeiros fatores microbicidas envolvidos na inibição do 

crescimento do P.brasiliensis. Brummer et al. 13 demonstraram que a ativação de 

macrófagos peritoneais pela citocina IFN- aumenta a atividade fungicida destas 

células, mas a capacidade de matar o fungo era independente do burst respiratório. 

Têm-se sugerido que o papel fundamental do óxido nítrico na ativação de 

macrófagos e indução da atividade fungicida que parece utilizar um mecanismo de 

restrição ao ferro 19,103,104. Nascimento et al. 105 confirmaram o papel fundamental do 

NO na PCM murina, demonstrando que macrófagos peritoneais de camundongos 

resistentes secretam baixos níveis de NO e altos de TNF-, enquanto que 

macrófagos de animais suscetíveis fazem o contrário.   

Trabalhos recentes descrevem que a ausência de leucotrienos pode modular 

a síntese de NO. Chen et al. 90 demonstraram que neurônios isolados de animais 

deficientes para o gene da enzima 5-LO, quando infectados com o vírus da 

estomatite vesicular, apresentam menor expressão da enzima NOS-1, resultando no 

aumento da replicação viral. Imai et al. 106 investigaram o papel do metabolismo do 

ácido araquidônico na regulação da síntese de NO a partir de macrófagos ativados e 

tratados com inibidores das vias da cicloxigenase e da lipoxigenase. Quando 

utilizaram inibidor da cicloxigenase não observaram redução significativa, enquanto 

que os macrófagos tratados com inibidor da lipoxigenase apresentaram uma 
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acentuada redução da síntese de NO. Talvani et al. 107 descreveram que 

leucotrienos induzem produção de NO por macrófagos peritoneais de animais 

infectados com Trypanossoma cruzi de maneira dose e tempo dependente. 

Medeiros et al. 81 demonstraram que células do LBA de animais infectados com H. 

capsulatum, quando estimuladas com LPS e IFN-, produziram níveis elevados de 

NO, e que a ausência de leucotrienos, resultante do tratamento dos animais 

infectados com MK 886, inibiu a síntese de NO  7 e 15 dias após a infecção 81. 

Sforcin et al. 91 demonstraram que a produção de NO por macrófagos de animais 

estressados foi inibida após a incubação destas células com MK 886, um inibidor da 

síntese de leucotrienos.   

Nossos resultados quanto à quantificação de NO em células pulmonares dos 

animais infectados com P. brasiliensis, mostram um aumento deste metabólito 

(figura 5) quando comparado com seus respectivos controles nos três períodos de 

análise, o que não ocorreu com animais infectados e tratados com MK 886, estes 

resultados corroboram com os trabalhos supracitados que mostram que a ausência 

de leucotrienos pode modular a síntese de NO.  A linhagem AIRmax sintetizou mais 

NO que a linhagem AIRmin em 1 e 7 dias quando somente infectados com P. 

brasiliensis, no grupo de animais infectados e tratados com MK 886 a produção de 

NO em AIRmax foi de 300% e 250% superior em relação aos AIRmin em 3 e 7 dias 

respectivamente, esta diferença na produção deste metabólito pode ter “ajudado” a 

linhagem AIRmax, assim como os animais infectados que não tiveram a síntese de 

leucotrienos inibida a maior contenção do processo infeccioso observado através da 

recuperação de fungos viáveis no pulmão. Desta forma, podemos sugerir que um 

dos mecanismos pelos quais a inibição de leucotrienos poderia estar interferindo na 
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proteção contra o P. brasiliensis seria através da inibição da síntese de NO que 

sabidamente é um dos principais fatores microbicidas. 

Sabe-se que os leucotrienos estão envolvidos na regulação da síntese de 

citocinas inflamatórias e imunes 81,87,88. 

As citocinas produzidas na PCM murina durante a infecção aguda são 

importantes por influenciar o destino da resposta imune que conduz a suscetibilidade 

ou a resistência ao fungo.  O IFN- é uma das principais citocinas protetoras que 

potencializam a resposta microbicida efetuada pelos macrófagos que são as 

principais células responsáveis pela eliminação do P. brasiliensis; esta citocina 

associada a outras citocinas como GM-CSF e o TNF- intensificam a resposta eficaz 

do organismo frente ao P. brasiliensis. A liberação de IL-6, IL-10, TNF- e IFN- 

mostrou-se aumentada em pulmões obtidos de animais infectados e não tratados 

com MK 886, quando comparado com os de animais do grupo controle, com 

exceção da IL-6 na linhagem AIRmin no 7º dia após a infecção. A IL-6 é fundamental 

para ativação de células endoteliais e de leucócitos sanguíneos resultando no 

aumento da expressão de moléculas de adesão que favorecem o recrutamento de 

neutrófilos para o sítio inflamado108-109. Gonzalez et al. 44, mostraram que 

camundongos BALB/c respondem com recrutamento de leucócitos para o pulmão e 

um aumento no nível de IL-6 durante estágios precoces de infecção por P. 

brasiliensis, o que corrobora com nossos resultados. Outros fungos como 

Histoplasma capsulatum e Aspergillus fumigatus, também induzem a liberação de IL-

6 durante a infecção, a qual tem um importante papel na atividade microbicida de 

neutrófilos 49-110. 

Nossos resultados mostram que leucotrienos modulam a síntese de IL-6 na 

PCM murina (figura 6), animais de ambas linhagens somente infectados com P. 
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brasiliensis, de forma geral, secretam maior quantidade de IL-6 em relação a 

aqueles submetidos ao tratamento. Observamos também que animais AIRmax do 

grupo de infectados e não tratados produziram mais IL-6 em relação aos AIRmin nos 

períodos mais precoces da infecção, o que condiz com o fenótipo diferenciado para 

migração celular entre as linhagens. 

A produção de IL-10, uma citocina de perfil Th2 foi avaliada durante o 

processo infeccioso, os leucotrienos parecem não exercer papel modulatório na 

produção desta citocina em células pulmonares, porém foi observada diferença entre 

as linhagens nos diferentes grupos, sendo a linhagem AIRmin maior produtora desta 

citocina em relação aos AIRmax nos três períodos de estudo. 

As citocinas anti-inflamatórias como a IL-4 e a IL-10 desempenham atividade 

desativadora de macrófagos e a sua produção desbalanceada leva a infecções 

graves, principalmente aquelas produzidas por patógenos intracelulares 111,112,113. 

Kashino et al. 40, observaram altos níveis de IL-4, IL-5 e IL-10 em homogeneizados 

de pulmões em camundongos B10.A suscetíveis a PCM. Os dados até agora 

mostrados nos permite dizer, que a maior produção de IL-10 e a menor de IL-6 

podem estar relacionadas a uma maior multiplicação do fungo na linhagem AIRmin 

desfavorecendo o clearence fúngico.  

O IFN-γ e o TNF-α, duas citocinas de padrão Th1, também foram avaliadas 

neste trabalho. A produção de IFN-γ nos homogeneizados de pulmões de animais 

infectados com P. brasiliensis não tratados com MK 886 foi maior a favor dos 

AIRmax nos três períodos de estudo, este resultado pode ser associado a uma 

maior ativação celular e conseqüente contenção do processo infeccioso na linhagem 

AIRmax. Já a diferença de produção de IFN entre os grupos (tratados e não tratados 

com MK 886) não ficou bem caracterizada.  A produção de TNF- no grupo de 
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animais infectados e não tratados com o inibidor da síntese de leucotrienos foi maior 

na linhagem AIRmax em 1 e 3 dias. No grupo de animais tratados com MK 886 a 

produção de TNF- diminuiu em relação ao grupo somente infectado, principalmente 

no primeiro dia de infecção. 

Kurita et al. 49,  observaram que em períodos precoces de infecção por P. 

brasiliensis, neutrófilos humanos ativados por IFN-γ, mas não por TNF-α, parecem 

desenvolver um importante papel na defesa do hospedeiro devido ao aumento da 

atividade fungicida. Uma maior atividade microbicida também pode ser observada 

em macrófagos peritoneais e alveolares quando ativados por IFN-γ em modelo 

murino contra o P. brasiliensis e diversos patógenos 13,19,114 . Souto et al.17, 

demonstraram que a PCM experimental induzida por via intravenosa era mais grave 

em camundongos C57BL/6 cujos genes para o IFN-γ ou para o gene p55 do 

receptor do TNF-α haviam sido nocauteados. No modelo de 

resistência/suscetibilidade à PCM a resistência foi associada ao aumento de TNF-α 

105. Considerando as informações acima, a produção de TNF-α e IFN-γ parecem 

estar relacionadas a um padrão de resistência à PCM.  

Outro importante dado observado por nós, principalmente em relação à 

produção de IFN-, que é uma citocinas pró-inflamatória, foi a maior influência do 

MK886 na linhagem AIRmax. Animais da linhagem AIRmin não alteraram a 

produção destas citocinas após o tratamento com o MK886 enquanto a linhagem 

AIRmax diminuiu sua produção, indicando que ação deste inibidor depende do 

padrão genético apresentado pelo hospedeiro. 
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7.  CONCLUSÃO 

 

 

Tomando em conjunto todos os resultados, podemos concluir que um menor 

influxo leucocitário e menor ativação celular resultantes do tratamento do MK 886 e 

o background genético fixados nas diferentes linhagens no compartimento pulmonar 

durante os períodos iniciais da infecção, parecem ser fatores decisivos na 

determinação do perfil de sucetibilidade na infecção por P brasiliensis. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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