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Sabemos como é a vida: num dia dá tudo certo e no outro as coisas 

já não são tão perfeitas assim. Altos e baixos fazem parte da construção 
do nosso caráter. Afinal, cada momento, cada situação, que enfrentamos 
em nossas trajetórias é um desafio, uma oportunidade única de 
aprender, de se tornar uma pessoa melhor. Só depende de nós, das nossas 
escolhas...Não sei se estou perto ou longe demais, se peguei o rumo certo 
ou errado. Sei apenas que sigo em frente, vivendo dias iguais de forma 
diferente. Já não caminho mais sozinho, levo comigo cada recordação, 
cada vivência, cada lição. E, mesmo que tudo não ande da forma que eu 
gostaria, saber que já não sou a mesma de ontem me faz perceber que 
valeu a pena. 

Procure ser uma pessoa de valor, em vez de procurar ser uma 
pessoa de sucesso. O sucesso é só consequência. 

 
(Albert Einstein) 

http://pensador.uol.com.br/autor/albert_einstein/
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RESUMO 

 

A esporotricose é uma micose de distribuição universal causada por fungos termodimórficos do 

complexo de espécies de Sporothrix schenckii. A forma mais comum da doença é a linfocutânea 

que compromete pele, tecido subcutâneo e gânglios linfáticos regionais. Células do sistema 

imune inato reconhecem patógenos por meio de receptores de reconhecimento de padrão (PRRs). 

Dentre esses, podemos destacar a família dos receptores do tipo “Toll-like” (TLRs) e dos 

receptores de lectina do tipo C (CLRs), os quais possuem membros capazes de reconhecer 

antígenos fúngicos. A interação entre os PRRs e os padrões moleculares associados aos 

patógenos (PAMPs) desencadeia uma série de vias de sinalização envolvidas na modulação da 

resposta adaptativa subsequente e na potencialização da capacidade fagocítica e microbicida dos 

macrófagos e de outros fagócitos. A Dectina-1 é um CLR amplamente expresso em macrófagos, 

células dendríticas e neutrófilos, sendo um receptor para β-glucana implicado no processo de 

fagocitose, no “burst” oxidativo e na produção de fatores solúveis, tais como citocinas e 

quimiocinas. O objetivo do presente estudo foi avaliar o papel das β-glucanas, reconhecidas 

ligantes de Dectina-1, na fagocitose e na produção de intermediários do oxigênio (H2O2) e 

nitrogênio (NO) e de mediadores solúveis por macrófagos peritoneais de camundongos Balb/c 

durante a infecção por S. schenckii ATCC 16345. Para tanto, os macrófagos foram desafiados 

com a fração álcali-insolúvel (F1) extraída da parede celular de S. schenckii, composta 

principalmente de β-glucanas, com uma β-1,3-glucana pura comercial ou com o fungo íntegro 

termo-inativado. Nossos resultados mostraram que tanto a fagocitose das leveduras de S. 

schenckii, como a produção de NO, H2O2 e das citocinas IL-10, TNF-α e IL-1β se dá pelo 

reconhecimento tanto das β-glucanas como de componentes adicionais presentes na fração F1. 

Além disso, a expressão de Dectina-1 se mostrou aumentada nos dias 10 e 15 pós-infecção, 

sugerindo um papel para esse receptor nas respostas desencadeadas durante a infecção por S. 

schenckii. 

 

Palavras-chave: Esporotricose; S. schenckii; Peróxido de hidrogênio; Fagocitose; Óxido nítrico; 

Citocinas; Dectina-1. 
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ABSTRACT 
 

Sporotrichosis is a worldwide distributed mycosis caused by thermodimorphic fungi from the 

Sporothrix schenckii species complex. The disease’s most common form is the 

lymphocutaneous, which compromises the skin, subcutaneous tissue and regional lymphatic 

ganglia. Cells from the innate immune system recognize pathogens through pattern recognition 

receptors (PRRs). Among these, the toll-like (TLRs) and C-type lectin (CLRs) receptors can be 

highlighted for having members capable of recognizing fungal antigens. The interaction between 

PRRs and pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) triggers various signaling pathways 

involved in modulating the following adaptive response and in potentiating the phagocytic and 

microbicidal capabilities of macrophages and other phagocytes. Dectin-1 is a widely expressed 

CLR in macrophages, dendritic cells and neutrophils, being a receptor for β-glucan implicated in 

the phagocytic process, the oxidative burst, and in the production of soluble mediators such as 

cytokines and chemokines. The present study was aimed at assessing the role of β-glucans, 

known Dectin-1 ligands, in the phagocytosis and production of soluble mediators, oxygen 

(H2O2), and nitrogen (NO) intermediates by peritoneal macrophages from Balb/c mice during 

infection with S. schenckii ATCC 16345. In order to do that, the macrophages were challenged 

with the alkali-insoluble fraction (F1) extracted from the S. schenckii cell wall, which is mainly 

composed of β-glucans, with a purified commercial β-1,3-glucan, or with whole heat-killed S. 

schenckii yeasts. Our results showed that phagocytosis of the S. schenckii yeasts, as well as 

production of NO, H2O2, and the cytokines IL-10, TNF-α and IL-1β occur by the recognition of 

both the β-glucans and other additional components found in the F1 fraction. Furthermore, 

Dectin-1 expression was augmented on days 10 and 15 post-infection, suggesting a role for this 

receptor in triggering the immune response during the S. schenckii infection. 

 

Keywords: Sporotrichosis; S. schenckii; Hydrogen peroxide; Phagocytosis; Nitric oxide; 

Cytokines; Dectin-1. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1. Sporothrix schenckii 

O Sporothrix schenckii é um fungo termodimórfico, pertencente ao complexo Sporothrix 

(Lopez-Romero et al., 2011). Estudos moleculares demonstraram que o complexo Sporothrix é 

constituído de pelo menos seis espécies, discriminadas filogeneticamente, como S. brasiliensis, 

S. schenckii stricto sensu, S. globosa, S. mexicana, S. pallida e S. luriei (Marimon et al., 2006; 

Marimon et al., 2007; Marimon et al., 2008; Rodrigues et al., 2014). Pertencem à subdivisão 

Deuteromycotina, classe Hyphomycetes (Kwon-Chung & Bennett, 1992) e estão amplamente 

distribuídos na natureza, sendo associados ao solo, matéria orgânica em decomposição, plantas e  

com objetos contaminados (Lacaz et al., 2002; Zhao et al., 2015). Por esse motivo, a doença está 

relacionada com certas profissões como: florista, jardineiro, fazendeiros, caçadores, veterinários 

(Sidrim & Rocha, 2004). A transmissão da esporotricose geralmente ocorre pela inoculação 

traumática do fungo na pele a partir de uma fonte infectante (Rippon, 1988; Chakrabarti et al., 

2015), presente no ambiente, fômites ou através da arranhadura e mordedura de gatos doentes ou 

subclínicos, que podem carrear o fungo em suas unhas, cavidade oral e lesões ricas em formas 

leveduriformes (Barros et al., 2010; Souza et al., 2006). Após inoculação, ocorre um período de 

incubação do fungo que dura de sete a trinta dias, podendo chegar até seis meses (Sidrim & 

Rocha, 2004). O Brasil, além de ser um dos países com maior taxa de incidência, a doença tem-

se tornado uma importante zoonose (Rodrigues et al., 2015; Gremião et al., 2014). 

 Os felinos desempenham importante papel na epidemiologia da doença, podendo servir 

como fonte de infecção secundária do fungo (Madrid et al., 2011, Nobre et al., 2001b). Ocorre 

principalmente em felinos machos não castrados e de vida livre (Madrid et al., 2010b; Madrid et 

al., 2011; Schubach et al., 2004), fato diretamente relacionado a hábitos comportamentais dos 

felinos, como a arranhadura de árvores, escavação do solo para cobrir suas fezes (Reis-Gomes et 

al., 2012).  

Há alguns anos diversos trabalhos têm relatado e pesquisado a variabilidade de virulência do 

complexo Sporothrix, no entanto ainda não está bem elucidado se isto ocorre devido às 

diferentes espécies ou se é atribuível aos diferentes isolados da mesma espécie (Romeo & 

Criseo, 2013). O que se sabe é que os fatores de patogenicidade mais descritos são presença de 

melanina, termotolerância, enzimas extracelulares (proteinases e fosfatases), e alguns 

componentes da parede celular, como por exemplo, a ramnose (Fernandes et al., 1999; Lacaz et 

al., 2002; Barros et al., 2011). 
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Em relação à melanina, já foi demonstrado que a sua presença confere ao agente proteção 

celular a danos químicos e físicos, provavelmente através do seqüestro de radicais livres que 

dificulta a ação dos mecanismos de defesa do hospedeiro (Dixon; Ducan; Hurd,1992, Romero-

Martinez et al., 2000; Nobre et al., 2004).  

Por sua característica termodimórfica o fungo Sporothrix schenckii cresce em duas formas: a 

forma miceliana (25ºC), encontrada no ambiente e infectante, e a forma de levedura (37ºC), que 

é invasiva, produzindo infecções nos órgãos e tecidos. O dimorfismo entre as fases é 

influenciado por fatores como a mudança de meio de cultura, aeração, tensão de dióxido de 

carbono (CO2), pH, presença de fontes de carbono, presença de cátions divalentes, contudo, o 

fator determinante para o dimorfismo do complexo S. schenckii é a temperatura (Lopes-Bezerra, 

Schubach, Costa, 2006; Fernandes et al., 2013). 

As enzimas extracelulares produzidas pelo S. schenckii, como as proteinases, desempenham 

importante função na invasão tecidual, provocando a lise do estrato córneo, colágeno tipo I e 

elastina da pele, permitindo desta forma, o desenvolvimento fúngico. As fosfatases ácidas 

influenciam na interação das células leveduriformes com macrófagos, além de atuarem na 

membrana celular, catalisando e liberando fosfato das fosfoproteínas (Arnold et al., 1986; 

Yoshiike et al., 1993; Hogan; Klein; Levitz,1996; Lima et al., 1999). Os fatores de virulência 

relacionados ao agente favorecem a invasão tecidual e dificultam a resposta imune, propiciando 

a instalação e permanência do microrganismo no hospedeiro (Hogan; Klein; Levitz, 1996; 

Nascimento; Almeida, 2005; Lopes-Bezerra; Schubach; Costa, 2006).  

A camada externa da parede celular do S. schenckii contém muitos polímeros como 

peptídeos-ramnomananas e poucos com galactose. As frações antigênicas como a peptídeo-

ramnomanana foram isoladas das células leveduriformes do S. schenckii e têm capacidade de 

estimular a atividade mitogênica dos linfócitos (Lloyd; Bitton, 1971; Carlos et al, 1999). A 

parede celular de S. schenckii consiste em glucanas alcalinas solúveis e insolúveis, encontradas 

nas fases morfológicas deste fungo. Dependendo da fonte, existem claras diferenças na estrutura 

macromolecular das β-glucanas (Volman; Ramakers; Plat, 2008). Seu modo de atuação é 

dependente da massa molecular, conformação, solubilidade e também do grau e posicionamento 

de suas ramificações (Chan; Chan; Sze, 2009). Em geral, os originários de plantas são 

primariamente lineares e possuem ramificações com ligações do tipo β (1-4), enquanto que os 

provenientes da parede celular de fungos e leveduras consistem de um esqueleto conservado de 

unidades de β(1-3) D-glucopirasonil com ramificações do tipo β (1-6) de diferentes tamanhos e 

posições (Sonck et al., 2010;  Xiao; Trincado; Murtaugh, 2004). 



16 
 

A identificação dessa classe de fungos deve ser feita mediante a comprovação de seu 

dimorfismo a partir da mudança de temperatura de incubação das colônias. Deve haver a 

conversão a forma leveduriforme quando incubadas a 35ºC (Koneman et al.,1997). O meio de 

cultura utilizado para o isolamento do S. schencki é geralmente Agar Sabouraud acrescido ou não 

de nutrientes, antibacterianos (penicilina, estreptomicina, cloranfenicol) ou de antifúngicos como 

a cicloheximida. Também são utilizados para cultivo outros meios como Agar fubá, infusão 

cérebro-coração (BHI) e Agar batata crescendo bem de três a cinco dias após o cultivo (Know-

Chung; Bennett, 1992; Lacaz et al., 2002). 

Os isolados do complexo S. schenckii quando cultivados a 25ºC produzem colônias de 

coloração inicialmente creme, posteriormente se tornando marrons escuras ou cinzas com 

superfície plana a rugosa e aspecto aveludado a membranoso, a essa temperatura 

microscopicamente apresentam hifas finas, hialinas, septadas e ramificadas com conídios 

hialinos piriformes no ápice dos conidióforos e ao redor das hifas (Lacaz et al., 2002). Quando 

cultivados a 37ºC as colônias são lisas, cremosas e de coloração creme e caracterizadas 

microscopicamente por células ovais a alongadas (Lacaz et al., 2002; Lopes-Bezerra, Schubach, 

Costa, 2006).  

1.2. Esporotricose 

A esporotricose é uma micose de evolução subaguda e crônica de lesões nodulares 

cutâneas ou subcutâneas e, com menor freqüência disseminada em pessoas com 

compromentimento imunológico (Barros et al., 2011). A esporotricose é uma micose subcutânea 

zoonótica, causada por espécies fúngicas do complexo Sporothrix schenckii, encontrado em 

matérias orgânicas e plantas, com predileção por regiões de clima subtropical, temperado e 

úmido (Lacaz et al., 2002; Lopes-Bezerra et al., 2006).  

A esporotricose foi descrita pela primeira vez em 1898, por Benjamin Schenk nos 

Estados Unidos (Barros et al., 2010). Casos de esporotricose têm sido reportados em todos os 

continentes, porém as regiões tropicais e subtropicais com alta temperatura e umidade exibem a 

maior incidência, principalmente na América Latina, Japão, Índia e África do Sul (Carrada-

Bravo e Olveras-Macias, 2013; Bonifaz e Velázquez, 2010; La Hoz; Baddley, 2012). No Brasil, 

o primeiro caso de esporotricose em humanos foi descrito em 1907 por Lutz e Splendore e desde 

então um aumento considerável de casos clínicos, em particular, nos últimos 15 anos tem se 

evidenciado fundamentalmente no Rio de Janeiro onde a doença tem assumido proporções 

epidêmicas alarmantes (Rodrigues et al., 2013), acometendo regiões com dificuldades 

socioeconômicas e ambientais, envolvendo a transmissão por gatos infectados (Barros et al, 
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2010; Schubach et al., 2008). A causa mais comum de infecção é por traumas sofridos na pele, 

por onde o fungo é inoculado ou muito raramente por inalação (Fernandes et al., 1999; Morris-

Jones, 2002; Barros et al., 2010). A transmissão secundária aos ossos, articulações e músculos 

não é frequente em pacientes com imunidade preservada (Barros et al., 2010). As formas mais 

graves da esporotricose têm sido associadas a pacientes imunocomprometidos, como aqueles 

infectados com o vírus da imunodeficiência humana (HIV) (Gori et al., 1997; Al-Tawfiq & 

Wool, 1998). Foram reportados dois casos de pacientes com HIV que desenvolveram meningite 

por S. schenckii associada à síndrome inflamatória da reconstituição imune (Galhardo et al., 

2010). Após a inoculação da forma filamentosa de fungos do complexo S. schenckii no 

organismo, inicia-se a conversão dos conídios para leveduras (Meireles & Nascente, 2009; 

Schubach, Schubach, 2000).  

A sua apresentação clínica é muito variada, observa-se desde nódulos isolados a lesões 

múltiplas disseminadas. Mais raramente invadem mucosas, músculos, ossos e órgãos internos. A 

esporotricose em sua forma subcutânea, que é a mais comum entre elas, não altera o estado geral 

do paciente e a evolução é benigna, respondendo favoravelmente a terapia. A evolução para 

óbito é rara (Esteves et al.,1990). 

As manifestações clínicas da doença se resumem em esporotricose cutânea (localizada e 

cutânea linfática), esporotricose invasiva (disseminada, osteoarticular, pulmonar) e sistêmica. As 

formas clínicas mais comumente encontradas são a cutânea linfática e a cutânea localizada, 

correspondendo a 90% do total dos casos (Zaitz et al., 2010; Vasquez-del-Mercado et al., 2012). 

A forma cutânea linfática se inicia com um nódulo ou lesão ulcerada no local da inoculação do 

fungo na pele e segue o trajeto linfático com nódulos que ulceram e fistulam, com o passar do 

tempo. Essa característica clínica é o motivo de também ser chamada de linfangite ascendente 

nodular (Lopes-Bezerra et al., 2006). Ou seja, a partir da lesão inicial, seguindo trajeto 

ascendente nos membros, aparecem nódulos indolores, ao longo dos vasos linfáticos, que podem 

ulcerar (Zaitz et al., 2010).  

A forma cutânea localizada é caracterizada por uma lesão única no local da inoculação do 

fungo, que não acompanha o trajeto linfático. Essas lesões podem ter inúmeras morfologias, 

como pápulas que pustulizam e ulceram, abscessos, placas achatadas, lesões eritematosas (Zaitz 

et al., 2010). Nesse caso, o diagnóstico diferencial deve ser realizado entre as chamadas 

síndromes verrucosas, que são a leishmaniose, cromomicose, tuberculose verrucosa e psoríase 

(Lopes-Bezerra et al., 2006; Zaitz et al., 2010). 

A esporotricose invasiva pode acometer qualquer tecido ou órgão. Ocorre principalmente 

em indivíduos imunocomprometidos, nos pulmões e ossos, em sua grande maioria. Já a 
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sistêmica, também associada a imunodepressão em pacientes com AIDS, acomete olhos e nariz 

(Zaitz et al., 2010). A forma cutânea disseminada é menos frequente. Está associada a algum tipo 

de imunodepressão, como AIDS, alcoolismo, idade avançada, Diabetes, uso prolongado de 

corticoides, e frequentemente associada à forma extra cutânea ou sistêmica (Sidrim & Rocha, 

2004; Freitas et al., 201; Freitas et al., 2014). 

A esporotricose apresenta um impacto significativo na saúde pública, seja de ordem 

econômica que leva a perdas de dias de trabalho e custos com saúde pública ou devido aos custos 

relacionados a perdas pessoais e psicológicas causadas pela doença (Barros et al., 2010). 

1.3. Resposta imune frente ao Sporothrix schenckii  

Apesar da sua especificidade restrita em comparação com o sistema imunitário 

adaptativo, o sistema imune inato é capaz de distinguir com eficácia células hospedeiras a partir 

de agentes patogênicos e serve como uma primeira linha de defesa capaz de reagir rapidamente a 

estímulos. Nos últimos anos, o conhecimento ampliado sobre a complexidade dos receptores e 

do papel central que as células imunitárias inatas desempenham em fornecer os sinais que 

desencadeiam e dirigem a resposta imune adaptativa trouxe uma atenção especial para o assunto 

(Abdelsadik e Trad 2011). Na resposta imune frente aos agentes fúngicos, os fagócitos são 

atraídos quimiotaticamente para o local da infecção e se ligam ao fungo através de numerosos 

receptores. Se a membrana for ativada pelo agente infeccioso ligado a ela, este será englobado 

pelo fagossoma com auxílio de pseudópodos que o envolverão. Dentro da célula, lisossomas se 

fundirão ao fagossoma formando o fagolisossoma destruindo o agente em uma seqüência de 

mecanismos tais como pelo sistema da mieloperoxidase, cuja enzima penetra no fagossoma 

atuando nos peróxidos na presença de halídios, preferencialmente o iodeto, gerando então, outros 

oxidantes tóxicos como hipo-halitos (Male; Roit, 1994; Rook, 1994).  

A regulação da função dos fagócitos na resposta imune a infecções fúngicas está ligada às 

citocinas como fator de estimulação de fagócitos e granulócitos (G-CSF), fator de estimulação 

macrófago-granulócito (GM-CSF), fator de estimulação de macrófagos (M-CSF), interferon 

(IFN-γ), interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF-α). O GM-CSF e o G-CSF atuam 

aumentando a atividade fagocítica e oxidativa dos polimorfonucleares contra as estruturas 

fúngicas; o M-CSF modula a função dos fagócitos como a produção de peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e aumenta a produção de IL-1, IFN-γ e TNF-α. O IFN-γ aumenta a função de 

polimorfonucleares e monócitos contra o fungo, a IL-1 tem funções múltiplas, induzindo a 

relação das citocinas e o TNF-α aumenta a produção de outras citocinas e a função dos 

polimorfonucleares (Roilides, et al., 1998).  
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Os lipídios obtidos a partir da parede celular de S. schenckii na interação 

macrófagos/fungo desempenham um papel importante na patogênese desta micose, inibindo o 

processo de fagocitose e induzindo a elevada produção de óxido nítrico (NO) e de TNF-α 

(Carlos et al., 2003). 

As citocinas pró-inflamatórias podem influenciar na liberação de NO, que é sintetizado 

através da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) em macrófagos ativados. A enzima 

iNOS é induzida por várias citocinas, incluindo a IL-1β, TNF-α e IFN-γ. Estudos realizados em 

nosso laboratório demonstraram que a resposta imune celular é deprimida entre a quarta e sexta 

semana de infecção, quando é possível observar um aumento na multiplicação fúngica, em 

animais experimentais, indicando um agravamento da doença. Essa depressão na imunidade 

pode em parte ser devido à produção aumentada de IL-1 e TNF- pelos macrófagos ativados, 

prejudicando assim a amplificação da resposta imune (Carlos et al., 1992; 1994; Carlos et al., 

1999; Maia et al., 2006).  

O sistema imune adaptativo, sob estimulação do sistema imune inato, desempenha um 

papel crucial na resposta imune, com participação imprescindível das células B e T. Estas 

últimas compreendem os tipos citotóxico (células Tc) e “helper” (células Th), as quais, por sua 

vez, podem sofrer diferenciação para diversos fenótipos com ações efetoras ou de memória. Os 

diferentes fenótipos de Th são o resultado da ativação das células T “naive” frente a diferentes 

estímulos (Noben-Trauth, 2000). Os clones Th se diferenciam em quatro categorias distintas, 

com base no padrão de citocinas produzidas por cada subpopulação. As células Th1 produzem 

IFN-γ, IL-2, TNF-, e são eficientes na eliminação de patógenos intracelulares, via ativação de 

macrófagos. As células Th2 liberam IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, que ativam a imunidade humoral e 

são secretadas de maneira acentuada na presença de antígenos persistentes (Rengarajan et al., 

2000). Foi descrito também um novo fenótipo de linfócitos T designado por Th17. Estas células 

produzem essencialmente IL-17, IL-6 e estão associadas ao desenvolvimento de respostas 

inflamatórias e possível proteção do hospedeiro contra bactérias intracelulares e fungos (Weaver 

et al., 2007). Sabe-se que o IFN-γ regula negativamente a diferenciação de células Th17 e a 

produção da IL-23 (uma citocina importante para a expansão das células Th17), enquanto que 

TGF-β (fator de crescimento transformante beta) juntamente com IL-6, estimula a diferenciação 

de células Th17 (Korn et al., 2007). As células TCD4+ regulatórias (Treg) suprimem a resposta 

imune pela secreção de elevados níveis de TGF-, uma citocina imunossupressora que também 

pode inibir a secreção de citocinas Th1, com quantidades variáveis de IL-4 e IL-10. Estas 

citocinas auxiliam no equilíbrio entre proteção e progressão de doenças (Wang et al., 2003; 

Mcgeachy & Cua, 2008). 
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As células Th17 apresentam a capacidade de produzir caracteristicamente IL-17A, 

embora produzam também IL-17F, IL-21, IL-22, IL-26, GM-CSF e, potencialmente, TNF-α e 

IL-6 (Korn et al., 2009; Romagnani et al., 2009). A IL-21 produzida pelas próprias células Th17 

atua como um fator de crescimento, enquanto a IL-23 proveniente de macrófagos e células 

dendríticas tem sido reportada como responsável pela manutenção e amplificação de células 

Th17 já diferenciadas (Romagnani et al., 2009; Van De Veerdonk et al., 2009), funcionando, 

talvez, como fator de sobrevivência destas células (Mcgeachy & Cua, 2008).  

A função primária das células Th17 parece ser a eliminação de patógenos com os quais as 

células Th1 e Th2 não conseguem lidar adequadamente. São potentes indutoras de inflamação 

tecidual e têm sido implicadas na patogênese de muitas doenças autoimunes e condições 

inflamatórias (Korn et al., 2009). Patógenos tão distintos como bactérias Gram-positivas, Gram-

negativas, Mycobacterium tuberculosis e fungos como Pneumocystis carinii e C. albicans podem 

todos desencadear uma forte resposta Th17 (Beadling & Slifka, 2006). Em infecções fúngicas as 

células Th17 provocam, em murinos, uma resposta inflamatória caracterizada não apenas pela 

presença de células mononucleares, mas também de neutrófilos (Romagnani et al., 2009). 

Trabalhos realizados no nosso grupo de pesquisa demonstraram que, o reconhecimento 

de S. schenckii por células dendríticas (DCs) leva ao desenvolvimento de uma resposta 

Th1/Th17 in vitro (Verdan et al., 2012). Demonstrou-se, pela primeira vez, que a infecção por S. 

schenckii em camundongos induz o desenvolvimento de células Th17 e Th1/Th17 mistas in vivo, 

assim como a liberação antígeno-específica de IL-17 e IL-22 ex vivo (Ferreira et al., 2015).  

Existe controvérsia em relação à importância da imunidade humoral na proteção contra 

patógenos fúngicos, mas estudos indicaram que ambas as respostas imunológicas, mediadas por 

anticorpos e por células, contribuem na proteção contra Candida albicans, Sporothrix schenckii e 

Cryptococcus neoformans (Casadevall et al., 1998; Nascimento; Almeida, 2005).  

Na esporotricose humana o título de anticorpos contribui para diagnóstico e para 

monitorar respostas ao tratamento (Roberts; Howard, 1971; Welsh; Dolan, 1973; Casserone et 

al., 1983; Donadel et al., 1993). Os títulos de anticorpos variam entre esporotricose sistêmica, 

articular, pulmonar e cutânea, sendo maiores na forma pulmonar e articular, devendo-se levar em 

conta que no caso da doença sistêmica os títulos podem ter variações diretamente ligadas à 

capacidade imunológica do paciente (Roberts; Howard, 1971; Casserone et al., 1983; Fisher; 

Cook, 2001). O prognóstico da esporotricose é benigno conforme extensão e tempo de duração 

da doença. As formas viscerais, que são mais raras, têm evolução grave e podem levar a óbito 

(Esteves et al.,1990). 
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1.4. Receptores que participam no reconhecimento de patógenos 

Atualmente, são descritos pelo menos quatro grandes famílias de PRRs (“Pattern 

Recognition Receptors”), que operam de forma cooperativa para reconhecer patógenos e sinais 

de stress produzidos pelas células durante infecção ou injúria celular: 1) receptores de lectina C 

(CLRs), como Dectina- 1 e  Dectina- 2, “DC-specific intercellular adhesion molecule 3-grabbing 

non-integrin” (DC-SIGN), mincle e receptor de manose; 2) receptores semelhantes a NOD 

(domínio de oligomerização e ligação de nucleotídeo), como o inflamassomo NALP3; 3) 

receptores scavenger (CD5 e CD36) e 4) fundamentalmente a família de receptores parecido a 

“Toll-like”  (TLR), considerada a maior classe de reconhecimento inato em vertebrados  (Netea 

et al., 2006; Levitz, 2010, Romani, 2011). 

Estudos no nosso grupo têm abordado alguns dos PRRs implicados no reconhecimento de 

S. schenckii, identificando-se o papel dos componentes da parede deste fungo. Utilizando 

camundongos C3H/HeJ, deficientes no receptor TLR-4, foi avaliado o papel deste receptor 

durante 10 semanas de infecção com S. schenckii.  A produção de NO, TNF-α e IL-10 foi 

diminuída nos camundongos C3H/HeJ, demonstrando que o TLR-4 está envolvido no 

reconhecimento de frações lipídicas na parede celular S. schenckii (Sassá, et al., 2009; 2012). O 

receptor TLR-2 também participa no reconhecimento de componentes da parede celular de S. 

schenckii, sendo que outros estudos demonstraram que os macrófagos obtidos de camundongos 

“knockout” para o receptor TLR-2 (TLR2-/-) apresentaram diminuição tanto na fagocitose como 

na produção de TNF-α, IL-1 β, IL-2 e IL-10 quando estimulados em cultura com os antígenos 

solúveis e lipídicos da parede celular do fungo, indicando a importância desse receptor no 

reconhecimento desse fungo. O mesmo grupo também demonstrou que a produção de IL-17 foi 

independente de TLR-2 apresentando alta produção deste mediador quando comparados aos 

animais selvagens, portando o receptor TLR-2 (Negrini et al., 2013). 

O receptor Dectina-1 é uma CLR expressa em macrófagos, células dendríticas e 

neutrófilos (Cambi; Koopman; Fidgor, 2005). Dectina-1, também conhecida como CLEC7A, é 

uma proteína transmenbrana tipo II classificada como uma lectina do tipo C não clássica 

pertencente ao grupo V que contém um único CTLD (“C-Type Lectin-Like Domain”) na região 

extracelular e um imunoreceptor de ativação baseada em tirosina. Em sua estrutura estão 

ausentes os resíduos envolvidos na ligação com cálcio, que geralmente são necessários para a 

ligação a carboidratos (Olynych et al., 2006; Taylor et al., 2002; Willment et al., 2005). O 

“splicing” alternativo determina a presença ou ausência de uma haste (que liga o CTLD a região 

transmembranica) que também dá origem a múltiplas isoformas menores. As diferenças 
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subjacentes, a expressão da isoforma específica e função são claras, embora haja evidências de 

que a isoforma apresente funções específicas relacionadas ao sistema murino (Heinsbroek et al, 

2006; Jimenez et al, 2008). O mecanismo pelo qual a Dectina-1 reconhece carboidratos  ainda 

não é claro, embora tenha sido mostrado ser independente de cálcio, ao contrário de muitos 

outros CLRs. Dectina-1 também pode reconhecer outras moléculas não identificadas, incluindo 

um ligante endógeno em células T e um ligante de micobactérias. Por estimulação do ligante, a  

Dectina-1 media a sinalização intracelular, através do seu motivo ITAM (imuno-receptores 

ativadores baseados em tirosina) semelhante, e foi a primeira PRR não-TLR (não-“Toll-like” 

Receptor) mostrando esta capacidade (Brown, 2006). Esta sinalização em parte é mediada por 

Syk (“Spleen tyrosine kinase”). O mecanismo de sinalização está relacionado com CLR, CLEC-

2 (“C-type lectin-like receptor”), isso pode ajudar a explicar algumas lacunas (Hughes et al; 

2010; Severin et al;, 2011). O PAMP (“Pathogen-associated molecular patterns”) identificado 

para Dectina-1 é a β-glucana, um carboidrato encontrado nas paredes celulares de fungos e 

algumas  bactérias e plantas  (Brown, 2006).  O receptor β-glucana pode mediar várias funções 

celulares através do seu domínio de sinalização citoplasmática incluindo a fagocitose, a explosão 

respiratória, e a produção de fatores solúveis, tais como citocinas e quimiocinas (Hernandez-

Santos et al., 2012). Os receptores Dectina-1 e suas vias de sinalização intracelular são agora 

reconhecidos desempenhando um papel importante na condução destas e de outras respostas 

imunológicas protetoras antifúngicas. CLRs são necessários para o reconhecimento e a ingestão 

de fungos pelos fagócitos, a indução de mecanismos efetores antimicrobianos e de mediadores 

inflamatórios, direcionando e modulando a imunidade adaptativa, incluindo as respostas Th17 

(Hernandez-Santos et al., 2012). 

Dectina-1 tem se mostrado um  desencadeador  de  fagocitose e produtor  de espécies 

reativas de oxigênio (ROS), em resposta a zymosan em macrófagos, neutrófilos e células 

dendríticas (Bauer et al,. 2008; Brown, 2001). A capacidade de influenciar PRRs na  imunidade 

adaptativa  tem sido de grande interesse,  e o estudo da Dectina-1 tem proporcionado novas 

perspectivas particularmente sobre o desenvolvimento das respostas Th17.  A atuação da 

Dectina-1 na resposta antifúngica ainda é incerta. Várias controvérsias têm surgido em torno do 

papel de Dectina-1 in vivo e suas interações com fungos. A importância da Dectina-1 foi 

exemplificada em estudos que mostraram sua participação também no controle da imunidade 

anti-fúngica nos seres humanos (Lliev Id, et al., 2012). Loures et al., 2014, descreve que 

camundongos C57BL / 6 dectin-1 deficiente são altamente suscetíveis à infecção pelo P. 

brasiliensis. Estes animais são ineficientes na ativação dos macrófagos na fase inata e deficientes 

na resposta imune adaptativa T helper-17 (Th17). Também demonstraram que  dectin-1 exerce 
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um efeito sinérgico com receptor de manose (MR) e TLR 4 na diferenciação de linfócitos Th17 e 

T citotóxico-17 induzidas por DCs estimulada  com P. brasiliensis (Loures et al., 2015). 

 Um estudo com ratos co-infectados com Taenia, Taenia e S. schenckii ou infectado 

com S. schenckii sozinho, revelou que no grupo co-infecção houve uma expressão elevada do 

receptor Dectina-1 nas lesões cutâneas detectado por coloração imuno-histoquímica das lesões 

na pele, mas no grupo a infecção por S. schenckii esta expressão não foi observado. Os autores 

deste estudo concluíram que S. schenckii tem um padrão diferente de reconhecimento molecular 

e evoca outros do que Dectina -1 e IL-17 mecanismos anti- infecção (Zhang et al. , 2012) . Em 

contraste, um estudo recente do nosso grupo  utilizando um modelo de infecção em 

camundongos evidenciou que Th17 é importante para eliminação da infecção por S. schenckii 

(Ferreira et al., 2015). Deste modo, os mecanismos de Dectina-1 dependente da produção de IL-

17 durante a infecção fúngica tem sido demonstrada (Werner et al., 2011). 

As infecções fúngicas causam prejuízos significativos nos seres humanos e são um 

problema crescente devido ao aumento da utilização de antifúngicos de amplo espectro e terapias 

imunossupressoras (Veerdonk et al., 2015). O mecanismo de defesa e suscetibilidade do 

organismo pelo fungo S. Schenckii ainda não são bem elucidados, por isso a importância de se 

estudar os mecanismos imunes desencadeados pela esporotricose. Considerando a crescente 

incidência de casos de esporotricose, torna-se relevante conhecer a participação do receptor 

Dectina-1 na infecção com o fungo S. Schenckii. 
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2. OBJETIVOS 

O estudo tem como objetivo avaliar a presença do receptor Dectina-1 em macrófagos 

peritoneais a partir de modelo murino de esporotricose, buscando elucidar ferramentas da 

resposta imune inata para melhor compreensão da resposta do hospedeiro. Para tanto serão 

estudados no curso da infecção fúngica: 

 A participação de antígeno fúngico 1,3 β- glucana comercial, da fração álcali-

insolúvel (F1) e S. schenckii termo-inativado (SSTI) no desencadeamento de resposta 

imune avaliando a produção de H2O2, fagocitose, NO, IL-10, TNF-α e IL-1β na 

esporotricose murina. 

 A presença do receptor Dectina-1 em macrófagos peritoneais de camundongos 

Balb/c. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Delineamento experimental 

 

Figura 1. Fluxograma das atividades desenvolvidas. Camundongos Balb/c infectados e não infectados com o 

fungo S. schenckii durante os dias 5, 10 e 15 foram avaliados em diversos parâmetros imunológicos conforme 

descrito no fluxograma das atividades desenvolvidas. 

3.2. Modelo experimental 

Foram utilizados camundongos isogênicos Balb/c, machos pesando 18-25g, com 

aproximadamente quatro a seis semanas de idade, provenientes do Centro Multidisciplinar para 

Investigação Biológica (CEMIB) de Campinas, SP. Estes animais foram mantidos em gaiolas, 

em condições ambientais estáveis. Os grupos de estudo consistiram de 12 animais não infectados 

e 12 animais infectados com o fungo S. schenckii, que foram eutanásiados em três pontos 

específicos da infecção, para coleta das células do exsudato peritoneal e baço. Todos os 
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procedimentos foram realizados de acordo com as regras da Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara – UNESP, Parecer 

Comitê de Ética nº 24/2014. 

3.3. Microrganismo e condições de crescimento 

A cepa de Sporothrix schenckii ATCC 16345, cedida pela Fundação Oswaldo cruz e 

originalmente obtida de um caso humano de infecção pulmonar difusa (Baltimore, MD) foi 

utilizada neste estudo. O fungo foi mantido em sua forma miceliar a 25 ºC em meio de cultura 

sólido Mycoseltm (BD Biosciences). Para obtenção da forma leveduriforme, a massa de 

crescimento fúngico em forma miceliar foi transferida para meio líquido BHI (Difco) e cultivada 

a 37 ºC sob agitação constante de 150 rpm por um período de 12 dias. 

3.4. Infecção dos animais 

A infecção dos animais foi realizada com a forma leveduriforme de S. schenckii, obtida 

pela transferência de uma parte da massa de crescimento fúngico em forma miceliar para meio 

caldo BHI (Difco), cultivada por 7 dias a 37ºC sob agitação constante de 150 rpm, uma alíquota 

contendo 2 x 107 leveduras foi transferida para um novo caldo BHI e cultivada por mais 5 dias 

nas mesmas condições. Este procedimento garante que a cultura usada para as infecções esteja 

em fase logarítmica de crescimento e com uma taxa de conversão hifa-levedura de virtualmente 

90%. 

Cada animal foi inoculado intraperitonealmente (i.p.) com 200µL desta suspensão. 

Posteriormente, foram eutanasiados em três períodos específicos de 5, 10 e 15 dias após a 

infecção, sendo acompanhada pela determinação das unidades formadoras de colônias (UFC).  

3.5. Avaliação da carga fúngica 

A avaliação da carga fúngica sistêmica foi avaliada por meio da contagem das unidades 

formadoras de colônia (UFC), o baço foi assepticamente removido em câmara de fluxo laminar e 

passado através de uma malha de nylon com poros de 100µm e em seguida tratado com solução 

de cloreto de amônio 0,17M para lise das hemácias. Uma alíquota da suspensão celular assim 

obtida foi diluída e plaqueada em placas de Petri contendo meio Mycoseltm (BD Biosciences). As 

placas foram checadas para a contagem de UFC após 3 e 7 dias de incubação à temperatura 

ambiente. 
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3.6. Preparação do fungo S. schenckii termo-inativado (SSTI) 

Como estímulo antígeno-específico para a reestimulação ex vivo das células do exsudato 

peritoneal foram utilizadas leveduras termo-inativadas de S. schenckii, segundo Baronetti et al, 

2009. O SSTI foi preparado a partir de uma alíquota obtida da mesma cultura usada para a 

infecção dos animais em cada experimento respectivo, após 5 dias de cultivo do fungo em caldo 

BHI, conforme descrito no item 3.4. As leveduras foram separadas do sobrenadante por 

centrifugação a 200 xg em temperatura ambiente e em seguida lavadas duas vezes com 8 mL de 

PBS, pH 7,4 estéril (daqui em diante referido apenas como PBS), após o que foram 

ressuspendidas, contadas em câmara de Neubauer e ajustadas à concentração de 2,5 x 108 

leveduras/mL em PBS. Em seguida, 3 a 4 alíquotas de 1,5mL dessa suspensão foram transferidas 

para tubos cônicos estéreis de 15mL, incubadas em banho-maria a 60ºC por 60min, com uma 

agitação intermediária após 30min, e então estocadas a 2-8ºC até o momento do uso. Como 

controle de esterilidade, uma alíquota de 100µL de cada tubo foi plaqueada em meio sólido 

Mycoseltm e checada para verificação de crescimento fúngico antes do uso da suspensão. A 

concentração de uso foi obtida pela diluição 1/10 do estoque em meio RPMI-1640 completo 

(assim definido o meio RPMI-1640 básico contendo 20μM de 2β-mercaptoetanol, 100 U/ml de 

penicilina e estreptomicina, 2 mM de L-glutamina e 5% de soro fetal bovino). 

3.7. Reversão do fungo S. schenckii para extração do antígeno fúngico 

  Após a proliferação do fungo S. schenckii, em sua fase miceliar, uma amostra do tapete 

fúngico foi transferida para um erlenmeyer contendo 100 mL de meio BHI (caldo), este foi 

colocado sob agitação no shaker por 7 dias. Após esse período foi transferido 12,5 mL do meio 

para um tubo cônico e centrifugado por 5 minutos à 2000 rpm, posteriormente foi transferida a 

massa fúngica para um erlenmeyer contendo 250 mL de meio BHI, que foi colocado sob 

agitação no shaker por 7 dias. Após esse período foi transferido 50 mL do meio para um tubo 

cônico e centrifugado por 5 minutos à 2000 rpm, posteriormente foi transferida a massa fúngica 

para  um  erlenmeyer contendo 1000 mL de meio BHI, que permaneceu sob agitação no shaker 

por 7 dias. Após esse período foi realizada a extração dos antígenos. 

3.8. Extração dos antígeno fúngico- Fração Álcali-Insolúvel (F1) do fungo S. schenckii 

 Após a extração do lipídio segundo Kanetsuna et al., (1969),  continuou-se a extração da 

fração F1 (resíduo seco). Para realizar o procedimento foi necessário diluir o resíduo seco em 

NaOH na proporção de 50 mg/mL. A solução foi agitada por 2 horas em béquer com agitador 

https://www.google.com.br/search?newwindow=1&q=erlenmeyer&spell=1&sa=X&ei=OYVOU5hop8XSAYPzgNgG&ved=0CCkQvwUoAA
https://www.google.com.br/search?newwindow=1&q=erlenmeyer&spell=1&sa=X&ei=OYVOU5hop8XSAYPzgNgG&ved=0CCkQvwUoAA
https://www.google.com.br/search?newwindow=1&q=erlenmeyer&spell=1&sa=X&ei=OYVOU5hop8XSAYPzgNgG&ved=0CCkQvwUoAA
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magnético. Após esse período, o sobrenadante foi estocado em geladeira. O resíduo restante foi 

re-suspendido em NaOH 1N, repetindo esse procedimento 4 vezes. O produto residual das 4 

repetições foi centrifugado várias vezes com água destilada até ser neutralizado (pH 7,0), o 

sobrenadante da lavagem foi descartado. O resíduo foi tratado com etanol / acetona / éter etílico 

para secagem. O resíduo de cada solvente foi homogeneizado separadamente. Posteriormente 

colocou-se em uma placa de Petri para secagem. Depois de seco, foi pesado e armazenado em 

geladeira (CARLOS et al., 1999).   

3.9. Obtenção do exsudato peritoneal 

Os animais, infectados e controle, nos dias 5, 10 e 15 da infecção, foram previamente 

inoculados com 3 mL de tioglicolato de sódio a 3%,  três dias antes de serem eutanasiados em 

câmara de CO2. A pele da região abdominal foi retirada assepticamente em câmara de fluxo 

laminar classe 100 e o peritônio exposto. Foram inoculados 5 mL de PBS pH 7,4 estéril gelado 

na cavidade abdominal, aplicando-se leve massagem para estimular a liberação das células. O 

líquido resultante foi colhido com auxílio de agulha e seringa, transferido para tubo cônico estéril 

de 15 mL e centrifugado a 400 xg por 5 min. O sedimento celular foi lavado 3 vezes com 3 mL 

de PBS, sendo ressuspendido após a última lavagem em 1 mL de meio de cultura RPMI-1640, 

para a contagem de células em câmara de Neubauer. As suspensões celulares foram então 

ajustadas para a concentração de 5x106 células/mL para a realização dos testes propostos. 

3.10. Avaliação da viabilidade celular de macrófagos  

Em placa de microtitulação de 96 cavidades de fundo plano (Corning, Inc.) foram 

distribuídos 100 µL por cavidade das suspensões de células do exsudato peritoneal de animais 

infectados e normais, ajustadas à concentração de 5x106 células/mL em meio de cultura RPMI-

1640-C em presença de 100 µL de antígeno F1 nas concentrações de 100, 50, 25 e 12,5 µg/mL, 

β-glucana comercial (Sigma) nas concentrações de 100, 50, 25 e 12,5 µg/mL, SSTI, LPS 

(lipopolissacarídeo bacteriano, E. coli- 0111:B4- Sigma L2630) e somente o meio de cultura 

RPMI-1640-C, em duplicata. As placas foram incubadas por 24 h a 37º C em estufa contendo 

tensão constante de 5% de CO2 (Forma Scientific). Após esta incubação as células aderentes 

foram tratadas com 100 µL de uma solução de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difenil-tetrazólio), (Across Organics) a 0,5 mg/mL em RPMI-1640. A placa foi incubada por 

mais 3 horas nas mesmas condições anteriores. Após esta incubação os sobrenadantes foram 

descartados e as células aderentes tratadas com 100 µL de isopropanol (Mallinckrodt Chemical) 
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para solubilizar os cristais de formazana formados. A leitura da densidade ótica foi determinada 

em espectrofotômetro (Multiskan Ascent, Labsystems) em UV/visível a 540 nm com filtro de 

referência de 620 nm. 

3.11. Obtenção do sobrenadante de macrófagos  

As suspensões celulares ajustadas para 5x106 células/mL obtidas acima (item 3.7), foram 

distribuídas em placas de cultura de tecidos (Corning, Inc.) em presença do antígeno F1 e β-

glucana, nas concentrações de 100 µg/mL, SSTI, LPS como controle positivo (0,5 µg/mL) ou 

apenas com o meio RPMI-1640C como controle negativo e incubadas a 37°C por 24 h em estufa 

com tensão constante de 5% de CO2 (Forma Scientific). Após, os sobrenadantes obtidos das 

placas foram centrifugados a 4°C durante 10 min a 300 x g, aliquotados e estocados em freezer a 

-80ºC até o momento da dosagem das citocinas. 

3.12. Análise de fagocitose por macrófagos 

Para os ensaios de fagocitose, 500 uL de RPMI - 1640C (contendo aproximadamente 106 

macrófagos peritoneais) foram transferidos para lâminas de câmara de 4 poços ( 1.8cm2/well ; 

LabTek : Nunc, Naperville IL) e incubadas a 37 ° C , 5 % de CO2 durante 2 horas. Após esse 

período foram adicionados na câmara os compostos (β-glucana, fração F1, SSTI, LPS, 

Citocalasina D (CD) ( Sigma)  e somente o meio RPMI, em concentrações determinadas pelo 

método de MTT), posteriormente a câmara foi incubada novamente por 4 horas, o meio foi 

removido e o mesmo volume da suspensão fúngica (contendo cerca de 5x106 leveduras) foi 

adicionado à camada com macrófagos aderidos e incubados durante 2 horas. A suspensão foi 

removida e 3 lavagens foram realizadas para retirada das leveduras que não foram fagocitadas. 

As lâminas foram coradas com Giemsa (Sigma) e analisadas em microscópio óptico (em objetiva 

de 100x). 

Como controle negativo da fagocitose, os macrófagos foram incubados com 10 uM de 

citocalasina D em meio RPMI- 1640C contendo 0,1 % de DMSO (Negrini et al.; 2013). 

O índice fagocítico (IF) foi determinado pelo percentual de macrófagos envolvidos na 

fagocitose, multiplicado pelo número médio de leveduras fagocitadas por macrófagos (SHAW; 

GRIFFIN, 1981). 

 

 

 
IF= % Macrófagos envolvidos na fagocitose x média de leveduras fagocitadas 
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3.13. Produção de H2O2 

A produção do peróxido de hidrogênio foi determinada usando o marcador 

dihidrorodamina 123(DHR). Este método permite avaliar o “burst” oxidativo de macrófagos 

frente a diferentes estímulos. A dihidrorodamina 123 (DHR) reage especificamente com H2O2 

produzindo o fluoróforo rodamina 123 que é detectado no canal FL1 do citômetro de fluxo 

(Walrand et al., 2003). 

As células do exsudato peritoneal foram obtidas como descrito acima (item 3.7.) e 

ajustadas a concentração de 5x105céls/mL. Para o teste foram adicionados em todos os tubos, 

100µL de células. Os tubos foram centrifugados a 300xg por 5 min e o sobrenadante descartado, 

posteriormente as células precipitadas foram ressuspendidas em 100 µL de PBS pH 7,4 e em 

seguida foram adicionados aos tubo: somente células, DHR (células+DHR) e Teste 

(células+DHR+ PMA, F1 100µg/mL, β-glucana 100µg/mL comercial ou SSTI. 

Os tubos foram incubados por 2 horas a 37ºC com 5% de CO2. Após esse período foram 

adicionados 6 µL de DHR em todos os tubos, exceto células e estes foram incubados novamente 

por 10 min a 37ºC com 5% de CO2. Em seguida os tubos foram lavados com 1mL de PBS pH 7,4 

e centrifugados a 300xg por 5 min. Os sobrenadantes foram descartados e os sedimentos foram 

resuspendidos em 150 µL de PBS pH 7,4. 

As amostras foram lidas no citômetro de fluxo BD Accuri C6 (BD Biosciences). O limiar 

de aquisição das amostras foi ajustado para 1.800.000 no parâmetro FSC-H (“forward scatter – 

height”) para exclusão do debri celular e pelo menos 50.000 eventos foram efetivamente 

incluídos em cada análise.  

3.14. Determinação da produção de óxido nítrico 

O NO foi quantificado espectrofotometricamente pelo acúmulo de nitrito no sobrenadante 

da cultura de células através da reação de diazotação com o reagente de Griess, composto de 1 g 

de sulfanilamida (Merck), 0,1 g de dicloro N(1-naftil)etilenodiamina (Merck), 2,5 mL de ácido 

ortofosfórico (Mallinckrodt Chemical) e água deionizada q.s.p 100 mL (Green et al. 1982).  

Alíquotas de 50 µL dos sobrenadantes das culturas de células do exsudato peritoneal 

foram transferidas para nova placa de cultura de 96 cavidades de fundo plano (Corning, Inc.), 

acrescidas de igual volume de reagente de Griess e então incubadas por 10 min em temperatura 

ambiente ao abrigo da luz. A leitura da absorvância foi realizada em espectrofotômetro 

UV/visível para microplacas (Multiskan Ascent, Labsystems) em 540 nm. As concentrações de 

NO liberado nos sobrenadantes das culturas celulares foram calculadas a partir de curva padrão, 
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previamente estabelecidas com concentrações molares conhecidas de nitrito de sódio, e os 

valores serão expressos em µmols de nitrito/5x105 células.  

3.15. Determinação das citocinas 

As citocinas IL-10, TNF-α e IL-1β foram quantificadas no sobrenadante das culturas de 

células do exsudato peritoneal pelo teste imunoenzimático ELISA sandwich (eBioscience®). 

As placas de 96 orifícios foram adsorvidas com anticorpo de captura, monoclonal, 

obtidos de rato, anti-citocina de camundongo, na concentração adequada para cada citocina em 

PBS pH 7,0 (100 μl por cavidade) e incubadas  18 horas à 4°C. No dia seguinte, as placas foram 

lavadas 3 vezes com tampão de lavagem (PBS pH 7,0 contendo 0,05% de Tween-20) e 

bloqueadas com 200 μL/cavidade de PBS pH 7,0 contendo 10% de soro fetal bovino (diluente de 

ensaio) à temperatura ambiente por 60 min. Após a incubação, as placas foram lavadas 3 vezes 

com tampão de lavagem e em seguida adicionadas de 100 μL por cavidade do padrão de 

citocinas ou dos sobrenadantes das culturas de células a foram testados. As placas foram 

incubadas à temperatura ambiente por 2 horas e lavadas 3 vezes com tampão de lavagem. Em 

seguida, foram adicionados 100 μL por cavidade de anticorpo monoclonal de cabra (anticorpo 

anti-citocina de camundongo) marcado com biotina e diluído à concentração adequada de cada 

citocina em diluente de ensaio. As placas foram incubadas por mais 2 horas à temperatura 

ambiente e posteriormente lavadas mais 3 vezes com tampão de lavagem, sendo adicionadas de 

100 μL por cavidade do conjugado peroxidase-estreptavidina (diluído à concentração adequada 

de cada citocina em diluente de ensaio) e incubadas novamente à temperatura ambiente por 30 

min. Após este período, as placas foram lavadas 3 vezes com tampão de lavagem e em seguida 

adicionadas de 100 μL do substrato [10 mM de tampão citratofosfato, contendo 0,4 mM de 

tetrametilbenzidina (Sigma) e 1,2 mM de H2O2 (Mallinckrodt Chemical)] a cada cavidade. A 

reação foi interrompida com 50 µL de H2SO4 2N a cada cavidade e a absorvância foi lida em 450 

nm com filtro de referência em 570nm em espectrofotômetro UV/visível para microplacas 

(Multiskan Ascent, Labsystems). As concentrações de cada citocina foi quantificada através da 

curva padrão previamente estabelecida com quantidades conhecidas de cada uma delas. Os 

resultados foram expressos em pg/mL. 
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3.16. Determinação da expressão de Dectina-1 

  Os seguintes anticorpos monoclonais (mAb) foram utilizados: anti CD16/CD32 

purificado (clone 2.4G2), anti-CD11b FITC (clone M1/70), anti-F4/80 APC (clone BM8) e anti-

Dectina-1 PE (clone bg1fpj), todos obtidos da eBioscience. Células do exsudato peritoneal não 

estimuladas, obtidas de animais infectados e não infectados, foram avaliadas quanto à expressão 

do receptor Dectina-1. As células foram marcadas extracelularmente com os mAb anti-CD11b, 

anti-F4/80 e anti-Dectina-1. O controle da marcação inespecífica foi feito pela incubação prévia 

de todas as amostras com anti CD16/CD32 purificado e, adicionalmente, por amostras marcadas 

com anti-CD11b FITC mais anti-F4/80 APC e incubada com o isotipo controle IgG2a κ PE. As 

amostras foram adquiridas no citômetro de fluxo BD Accuri C6 (BD Biosciences) e analisadas 

usando o software proprietário do equipamento. O limiar de aquisição das amostras foi ajustado 

para 1.800.000 no parâmetro FSC-H (“forward scatter – height”) para exclusão do debri celular e 

pelo menos 50.000 eventos foram efetivamente incluídos em cada análise. A determinação do 

percentual de células positivas para cada marcação foi feita pela subtração da leitura do isotipo 

controle daquela do anticorpo de interesse. 

3.17. Análise dos resultados.  

A análise estatística dos resultados foi realizada por intermédio do programa estatístico 

GraphPad Instat versão 6.01, aplicando-se análise de variância (ANOVA) de 1 ou 2 vias, com 

teste para comparações múltiplas de Sidak ou Tukey, conforme indicado. O intervalo de 

confiança foi definido em 95%. Todos os experimentos foram realizados usando quatro animais 

por período experimental e cada determinação foi realizada em duplicata.  
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4. RESULTADOS  

4.1. Carga fúngica nos pontos experimentais 

Para determinar a progressão da infecção sistêmica a fim de estabelecer os pontos mais 

adequados para conduzir os demais experimentos. A carga fúngica, foi medida pela contagem de 

UFC do fungo em placas de meio sólido Mycoseltm, atingiu um pico no dia 6 pós-infecção, após 

o qual começou a diminuir até que todos os animais tivessem eliminado a infecção no dia 28 

pós-infecção (Figura 2). Deste modo, todos os experimentos foram executados seguindo esse 

padrão de infecção, os animais foram eutanasiados nos dias 5, 10 e 15 pós-infecção, os quais 

correspondem, respectivamente, ao pico de suscetibilidade dos animais, à fase de eliminação 

ativa do fungo e à fase de resolução da infecção (Ferreira et al, 2015). O controle de qualidade 

da infecção foi realizado pela análise da carga fúngica presente no baço dos animais 

concomitantemente à realização dos experimentos, a fim de garantir a adequabilidade dos 

resultados obtidos frente ao comportamento esperado do modelo utilizado. 

 

Figura 2. Cinética da infecção sistêmica. Os camundongos foram inoculados pela via i.p. com 106 leveduras de S. 

schenckii. Nos dias indicados, os camundongos foram eutanasiados e os baços removidos para avaliação da carga 

fúngica sistêmica. Contagens iguais a zero estão apresentadas como 1 (um) para que possam ser mostradas em 

escala logarítmica e, como resultado, aparecem na base do eixo “y”, sobre a linha do eixo “x”. As linhas pontilhadas 

representam os pontos escolhidos para a condução dos demais experimentos. Os resultados são apresentados como 

as medidas individuais de 4 experimentos independentes. 
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4.2. Avaliação da viabilidade celular de macrófagos 

O teste de viabilidade celular foi realizado na cultura de macrófagos peritoneais para 

observar se as condições de cultura, bem como a infecção no animal ou os antígenos fúngicos 

utilizados como estímulos, poderiam ser tóxicos para estas células. Os percentuais das 

substâncias testadas foram calculados considerando como a maior viabilidade celular (100%) 

aquelas culturas realizadas somente em presença de meio RPMI-C. 

As células dos animais não infectados e infectados nos diferentes períodos testados 

(Figuras 3 e 4), apresentaram viabilidade satisfatória mediante cultivo de 24 horas com uma 

fração álcali-insolúvel da parede celular de S. schenckii contendo, principalmente, β-glucanas 

(F1) nas concentrações de 100, 50, 25 e 12,5 µg/mL, com uma β-1,3-glucana comercial (β-

glucana) nas concentrações de 100, 50, 25 e 12,5 µg/mL ou com a levedura de S. schenckii 

termo-inativada (SSTI).   

Os compostos não foram tóxicos para as células do hospedeiro, uma vez que as 

viabilidades celulares permaneceram maiores que 80%, optando-se por utilizar nos testes a 

concentração de 100 µg/mL, tanto para a fração F1 quanto para a β-glucana.  
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Figura 3. Avaliação da toxicidade dos antígenos fúngicos nas culturas de macrófagos peritoneais de 

camundongos não infectados. Os camundongos foram inoculados pela via i.p. com PBS estéril. Nos dias 

indicados, os camundongos foram eutanasiados para a obtenção dos macrófagos do exsudato peritoneal, os quais 

foram cultivados por 24 h na presença de diferentes estímulos (Fração F1 a 100, 50, 25 e 12,5 µg/mL, β-glucana a 

10, 50, 25 e 12,5 µg/mL, SSTI a uma relação macrófago:levedura de 1:5, LPS ou meio RPMI 1640 completo). (A-

C) Viabilidade celular. A significância estatística foi determinada por ANOVA de 1 vias usando o teste de 

comparações múltiplas de Sidak com intervalo de confiança de 95%. ** (p < 0,01), *** (p < 0,001) e **** (p < 

0,0001) para a comparação entre os estímulos ou conforme indicado. Os resultados são apresentados como a média 

± DP de 3 ou 4 animais. 
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Figura 4. Avaliação da toxicidade dos antígenos fúngicos nas culturas de macrófagos peritoneais de 

camundongos infectados. Os camundongos foram inoculados pela via i.p. com 106 leveduras de S. schenckii em 

PBS. Nos dias indicados, os camundongos foram eutanasiados para a obtenção dos macrófagos do exsudato 

peritoneal, os quais foram cultivados por 24 h na presença de diferentes estímulos (Fração F1 a 100, 50, 25 e 12,5 

µg/mL, β-glucana a 10, 50, 25 e 12,5 µg/mL, SSTI a uma relação macrófago:levedura de 1:5, LPS ou meio RPMI 

1640 completo). (A-C) Viabilidade celular. A significância estatística foi determinada por ANOVA de 1 vias usando 

o teste de comparações múltiplas de Sidak com intervalo de confiança de 95%. ** (p < 0,01), *** (p < 0,001) e **** 

(p < 0,0001) para a comparação entre os estímulos ou conforme indicado. Os resultados são apresentados como a 

média ± DP de 3 ou 4 animais. 
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4.3. Análise da fagocitose por macrófagos e produção de H2O2 

Nosso próximo passo foi investigar o papel das β-glucanas de S. schenckii na fagocitose 

do fungo por macrófagos peritoneais. Houve um aumento significativo da fagocitose quando os 

macrófagos foram previamente expostos a quaisquer dos estímulos, mas especialmente quando 

expostos à F1 e ao SSTI (Figura 3A). Resultado semelhante foi observado para a produção de 

H2O2 por estas mesmas células (Figura 3B).  

 

 

 

 

Figura 5. Índice fagocítico (IF) e produção de H2O2 dos macrófagos expostos a diferentes estímulos. 

Macrófagos do exsudato peritoneal de camundongos Balb/c foram  pré-incubados com diferentes estímulos (Fração 

F1 a 100 µg/mL, β-glucana a 100 µg/mL, SSTI a uma relação macrófago:levedura de 1:5, LPS ou meio RPMI 1640 

completo) e, após lavagem para remoção dos mesmos, colocados em contato com leveduras vivas de S. schenckii a 

uma relação macrófago:levedura de 1:5 por mais 4 h. (A) Determinação do índice fagocítico. (B) Determinação da 

produção de H2O2. Os resultados são apresentados como a média ± DP de 3 ou 4 animais. A significância estatística 

foi determinada por ANOVA de 1 via usando o teste de comparações múltiplas de Tukey com intervalo de 

confiança de 95%. ** (p < 0,01), *** (p < 0,001) e **** (p < 0,0001) para a comparação de cada estímulo com o 

controle negativo (RPMI), ou conforme indicado. Quando os estímulos foram comparados com LPS ou PMA, 

utilizados como controle positivo, somente F1 e SSTI tiveram diferença significativa. CD: Citocalasina D. 
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4.4. Determinação da produção de óxido nítrico 

A fim de investigar o papel das β-glucanas de S. schenckii no desencadeamento da 

resposta imune durante a infecção, nós primeiramente avaliamos a produção de NO por 

macrófagos peritoneais desafiados com uma fração álcali-insolúvel da parede celular de S. 

schenckii contendo, principalmente, β-glucanas (F1), com uma β-1,3-glucana comercial (β-

glucana), ou com a levedura de S. schenckii termo-inativada (SSTI). A produção de NO pelas 

células dos animais infectados foi aumentada durante todo o período avaliado em resposta a 

todos os estímulos testados (Figura 4). Em todos os casos, a maior produção de NO foi 

encontrada quando as células foram expostas à F1 e ao SSTI, enquanto que a produção 

estimulada pela β-glucana, apesar de significativa, foi relativamente baixa durante todo o período 

experimental. Isto sugere que a produção de NO durante a infecção por S. schenckii resulta não 

apenas do reconhecimento das β-glucanas do fungo, mas também de componentes adicionais 

presentes na fração F1 empregada em nosso sistema. 
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Figura 6. Produção de NO pelos macrófagos peritoneais dos camundongos Balb/c. Os camundongos foram 

inoculados pela via i.p. com 106 leveduras de S. schenckii em PBS (infectado) ou somente com PBS estéril (não 

infectado). Nos dias indicados, os camundongos foram eutanasiados para a obtenção dos macrófagos do exsudato 

peritoneal, os quais foram cultivados por 24 h na presença de diferentes estímulos (Fração F1 a 100 µg/mL, β-

glucana a 100 µg/mL, SSTI a uma relação macrófago:levedura de 1:5, LPS ou meio RPMI 1640 completo). (A-C) 

Produção ex-vivo de NO. A significância estatística foi determinada por ANOVA de 2 vias usando o teste de 

comparações múltiplas de Sidak com intervalo de confiança de 95%. ** (p < 0,01), *** (p < 0,001) e **** (p < 

0,0001) para a comparação entre os grupos “infectado” e “não infectado” sujeitos a cada estímulo, ou conforme 

indicado. Os resultados são apresentados como a média ± DP de 3 ou 4 animais. 
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4.5. Determinação das citocinas 

Em seguida, avaliou-se a liberação das citocinas IL-10, TNF-α e IL-1β pelos macrófagos 

peritoneais. Com exceção da β-glucana, todos os demais estímulos foram capazes de induzir, em 

maior ou menor grau, a liberação das três citocinas avaliadas durante todo o período de estudo. 

Quando desafiados com a β-glucana, os macrófagos dos animais infectados por S. schenckii 

foram capazes de liberar quantidades significativas de IL-10 apenas nos dias 5 e 10 pós-infecção 

(Figura 7 A e B) e de IL-1β apenas nos dias 10 e 15 pós-infecção (Figura 9 B e C). Por outro 

lado, a liberação de TNF-α induzida por este composto só foi significativa no dia 10 pós-

infecção (Figura 8 B), ainda que a média das concentrações liberadas no dia 15 pós-infecção em 

resposta à β-glucana tenha sido mais de 4 vezes maior que aquela apresentada pelas células dos 

animais infectados não estimuladas ou pelas células dos animais não infectados em resposta ao 

mesmo estímulo. Exceto pela liberação de IL-10 no dia 5 pós-infecção e de IL-1β no dia 15 pós-

infecção, o mesmo padrão observado anteriormente se manteve, com F1 e SSTI sendo estímulos 

mais eficientes que a β-glucana para a liberação ex vivo de IL-10, IL-1β e TNF-α pelas células 

dos animais infectados. Além disso, ao contrário da liberação de IL-10 e TNF-α, a liberação de 

IL-1β, apesar de significativa, está visivelmente reduzida no dia 15 pós-infecção. 
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Figura 7.  Determinação da liberação ex-vivo de IL-10. Os camundongos foram inoculados pela via i.p. com 106 

leveduras de S. schenckii em PBS (infectado) ou somente com PBS estéril (não infectado). Nos dias indicados, os 

camundongos foram eutanasiados para a obtenção dos macrófagos do exsudato peritoneal, os quais foram cultivados 

por 24 h na presença de diferentes estímulos (Fração F1 a 100 µg/mL, β-glucana a 100 µg/mL, SSTI a uma relação 

macrófago:levedura de 1:5, LPS ou meio RPMI 1640 completo). A citocina foi dosada por ELISA de acordo com as 

instruções do fabricante. (A-C) Liberação ex-vivo de IL-10. A significância estatística foi determinada por ANOVA 

de 2 vias usando o teste de comparações múltiplas de Sidak com intervalo de confiança de 95%. ** (p < 0,01), *** 

(p < 0,001) e **** (p < 0,0001) para a comparação entre os grupos “infectado” e “não infectado” sujeitos a cada 

estímulo, ou conforme indicado. Os resultados são apresentados como a média ± DP de 3 ou 4 animais. 
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Figura 8. Determinação da liberação ex-vivo de TNF-α. Os camundongos foram inoculados pela via i.p. com 106 

leveduras de S. schenckii em PBS (infectado) ou somente com PBS estéril (não infectado). Nos dias indicados, os 

camundongos foram eutanasiados para a obtenção dos macrófagos do exsudato peritoneal, os quais foram cultivados 

por 24 h na presença de diferentes estímulos (Fração F1 a 100 µg/mL, β-glucana a 100 µg/mL, SSTI a uma relação 

macrófago:levedura de 1:5, LPS ou meio RPMI 1640 completo). A citocina foi dosada por ELISA de acordo com as 

instruções do fabricante. (A-C) Liberação ex-vivo de TNF-α. A significância estatística foi determinada por 

ANOVA de 2 vias usando o teste de comparações múltiplas de Sidak com intervalo de confiança de 95%. ** (p < 

0,01), *** (p < 0,001) e **** (p < 0,0001) para a comparação entre os grupos “infectado” e “não infectado” sujeitos 

a cada estímulo, ou conforme indicado. Os resultados são apresentados como a média ± DP de 3 ou 4 animais. 
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Figura 9. Determinação da liberação ex-vivo de IL-1β. Os camundongos foram inoculados pela via i.p. com 106 

leveduras de S. schenckii em PBS (infectado) ou somente com PBS estéril (não infectado). Nos dias indicados, os 

camundongos foram eutanasiados para a obtenção dos macrófagos do exsudato peritoneal, os quais foram cultivados 

por 24 h na presença de diferentes estímulos (Fração F1 a 100 µg/mL, β-glucana a 100 µg/mL, SSTI a uma relação 

macrófago:levedura de 1:5, LPS ou meio RPMI 1640 completo). A citocina foi dosada por ELISA de acordo com as 

instruções do fabricante. (A-C) Liberação ex-vivo de IL-1β. A significância estatística foi determinada por ANOVA 

de 2 vias usando o teste de comparações múltiplas de Sidak com intervalo de confiança de 95%. ** (p < 0,01), *** 

(p < 0,001) e **** (p < 0,0001) para a comparação entre os grupos “infectado” e “não infectado” sujeitos a cada 

estímulo, ou conforme indicado. Os resultados são apresentados como a média ± DP de 3 ou 4 animais. 
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4.6. Determinação da expressão de Dectina-1 

Finalmente, levando em consideração o papel dos PRRs e da Dectina-1 em particular, 

através do reconhecimento de β-glucanas, no desencadeamento da resposta imune contra fungos 

(Brown & Gordon, 2001; Taylor et al., 2002), nosso próximo passo foi avaliar a frequência e o 

nível de expressão desse receptor ao longo da infecção por S. schenckii. Nos animais infectados, 

a frequência de macrófagos peritoneais expressando Dectina-1 e o nível de expressão desse 

receptor estavam ambos aumentados nos dias 10 e 15 pós-infecção (Figura 6). Já, o nível de 

expressão de Dectina-1 nos macrófagos dos animais infectados estava reduzido no dia 5 pós-

infecção e também a frequência dessas células, embora a análise estatística não tenha apontado 

diferença significativa nesse último caso. Os resultados apresentados indicam que a expressão de 

Dectina-1 é modulada no decorrer da infecção por S. schenckii, sugerindo um papel para as 

respostas desencadeadas por esse receptor no controle da infecção.   
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Figura 10. Determinação da expressão do Receptor Dectina-1 em macrófagos peritoneais. Os camundongos 

foram inoculados pela via i.p. com 106 leveduras de S. schenckii em PBS (infectado) ou somente com PBS estéril 

(não infectado). Nos dias indicados, os camundongos foram eutanasiados para a obtenção das células do exsudato 

peritoneal, as quais foram marcadas conforme mostrado. (A-D) Estratégia de “gating” representativa da 

determinação da presença de Dectina-1 em macrófagos (células CD11b+F4/80+Dectina-1+). (E) Percentual de 

macrófagos positivos para Dectina-1. (F) Mediana da intensidade de fluorescência (MFI) da marcação de Dectina-1 

nos macrófagos. A significância estatística foi determinada por ANOVA de 2 vias usando o teste de comparações 

múltiplas de Sidak e intervalo de confiança em 95%. * (p < 0,05), ** (0,001) e *** (p < 0,0001) para a comparação 

entre os grupos “infectado” e “não infectado” em cada ponto respectivo. Os resultados são apresentados como a 

média ± desvio padrão de 3 ou 4 animais. 
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5. DISCUSSÃO 

 O sistema imune inato é capaz de detectar a invasão de patógenos por meio do 

reconhecimento de padrões moleculares associados aos patógenos (PAMPs), desencadeando a 

resposta imune. Os PAMPs são reconhecidos pelo hospedeiro através de PRRs, altamente 

expressos em macrófagos, neutrófilos e células dendríticas. Atualmente, há pelo menos quatro 

grandes famílias de PRRs que operam de forma cooperativa para reconhecer os patógenos e sinais de 

stress produzidos pelas células durante uma infecção ou injúria celular: Toll-like (TLRs), RIG-I-

like (RLRs), lectina-C (CLRs) e mais recentemente, os NOD-like (NLRs) (Romani, 2011).  

 Na grande família dos Toll-like receptors (TLRs), estudos em nosso laboratório 

demonstraram na esporotricose que macrófagos de animais C3H/HeJ infectados (com mutação 

pontual natural no gene TLR-4) foram deficientes na produção de H2O2, IL-1β e IL-6 ex vivo, em 

resposta à liberação aos extratos lípidos quando comparados com animais HePas/C3H, 

competentes para esse receptor (Carlos et al., 2009; Sassá et al. 2012). 

 O envolvimento dos receptores TLR-2 também já foi comprovado em estudos prévios, 

nos quais, animais “Knockout” para esse receptor tiveram menor porcentagem de leveduras 

internalizadas por  macrófagos e  diminuição na produção das citocinas TNF-α, IL-1β , IL-12 e 

IL-10 quando comparados com os animais portadores do receptor (Negrini et al. 2013). Na 

sequência, outro estudo demonstrou que a ausência de TLR-2 interferiu na produção de 

mediadores pró-inflamatórios e NO, e que a produção de IL-17 foi independente desse receptor, 

levando-nos à conclusão de que a ausência de resposta Th1 em animais “Knockout” foi 

concomitante com a produção de IL-17, sugerindo que o receptor TLR-2 interfere com o curso 

da infecção induzida pelo fungo S. schenckii (Negrini et al., 2014).  

Os NLRs são receptores citosólicos que formam complexos multiprotéicos chamados 

inflamassomas e a descoberta destes PRRs sugeriu que os microrganismos que evadissem da 

detecção de receptores extracelulares encontrariam uma segunda linha de reconhecimento dentro 

do citosol do hospedeiro, atuando como segundos sensores de defesa (Philpott et al., 2000). 

Além do receptor NLR, o inflamassoma é composto pela molécula adaptadora ASC e pela 

enzima caspase-1. A ativação do NLR leva ao recrutamento da ASC e da caspase-1 com 

formação destes complexos protéicos pentaméricos ou heptaméricos (Kumar et al., 2011; Paiva-

Oliveira et al., 2012). Em estudo prévio, Gonçalves et al. 2015, mostraram a importância da 

interação entre caspase-1 e as citocinas IL-1β e IL-18 na defesa do hospedeiro contra a infecção 

por S. schenckii, pois a diminuição da atividade de caspase-1 foi acompanhada pela secreção 

reduzida dessas citocinas, sugerindo uma participação do inflamassoma na esporotricose.  
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Curiosamente, essa redução transitória  da atividade das caspase-1 ocorreu em um período de 

tempo que segue de perto o período de aumento da carga fúngica e imunossupressão relatado 

antes em modelos semelhantes (Carlos et al. 2009). 

Dentre os receptores de lectinas tipo C não clássicas (CLRs), encontramos a Dectina-1 

(Reppleye et al., 2007), que  reconhece a β-glucana nas paredes celulares de fungos, e é um 

receptor crucial para a imunidade protetora contra os agentes fúngicos patogênicos.  A interação 

das β-glucanas com a dectina-1 expressa em fagócitos mielóides ativam a fagocitose, produzem 

espécies reativas de oxigênio (ROS), sintetizam citocinas pro-inflamatórias e quimiocinas, além 

de influenciar no desenvolvimento da imunidade adaptativa (Goodridge et al., 2009; Brown, 

2011).  

Nosso trabalho foi realizado seguindo um modelo experimental murino previamente 

estabelecido em nosso laboratório por Ferreira et al., 2015, onde foi analisado o curso da 

infecção durante 28 dias em camundongos Balb/c, a fim de  se estabelecer os pontos mais 

adequados para conduzir os demais experimentos. Verificou-se que a infecção atingiu um pico 

no dia 6 pós-infecção, após o qual começou a diminuir até que todos os animais tivessem 

eliminado a infecção no dia 28 pós-infecção (Figura 2).  De acordo com esses resultados 

decidimos eutanasiar os animais nos dias 5, 10 e 15 pós-infecção para realização dos 

experimentos subseqüentes. Nos dias específicos foi realizada a análise dos parâmetros 

selecionados da resposta imune.  

Após a exposição a um estímulo adequado, por exemplo, bactérias, fungos e parasitas, os 

fagócitos polimorfonucleares e mononucleares sofrem uma mudança em seu metabolismo. Nesse 

caso, ocorre um aumento no consumo de oxigênio, que chega a atingir níveis 50 vezes maiores 

do que os observados quando as células estão em repouso. Além desse aumento no consumo de 

oxigênio também é observado substancial aumento na oxidação da glicose via hexose 

monofosfato com produção de NADPH. Através da NADPH oxidase ocorre a redução 

unieletrônica do O2 à O.-1/2 e este, por dismutação espontânea ou pela superoxido dismutase, leva 

à formação de H2O2. Todos esses eventos tomados em conjunto são conhecidos como surto ou 

“burst” respiratóro ou oxidativo. A ativação do “burst” respiratório sucede o estímulo por volta 

de um período aproximado de 1 minuto. É um processo reversível que não requer internalização 

nem degranulação na célula (Absolom, 1986; Nauseff et al., 1983). O “burst” respiratório em 

fagócitos profissionais está relacionado ao ínicio da fagocitose (Berkiten et al., 2000).  

Após a escolha dos pontos experimentais, foram realizadas in vitro a dosagem da 

produção de H2O2 e fagocitose, onde os macrófagos dos animais não infectados foram desafiados 

com os componentes fúngicos a fim de observar a ativação das células e o índice fagocítico. 
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Com nossos testes podemos verificar que todos os componentes foram capazes de ativar os 

macrófagos, especialmente a F1 e SSTI. 

Considerando que houve uma menor indução de fagocitose e produção de H2O2 pela β-

1,3-glucana pura quando comparada à fração F1 e o ao SSTI, podemos sugerir que essa diferença 

pode estar relacionada à composição dos antígenos fúngicos presentes nas preparações utilizadas 

por nós. Kanetsuna  et al., 1970,  em seu trabalho mostrou que a  fração F1 é um potente indutor 

para  libertação de H2O2. A parede celular dos fungos é composta em sua maior parte por 

glicoconjugados, cuja composição é de 80-90% de carboidratos, cerca de 6% a 25% de proteínas 

livres e 1-7% de lipídios (Chaffin et al., 1998). De maneira geral os polissacarídeos presentes na 

parede celular dos fungos compreendem glicose, manose, galactose e os polímeros α-glucana, β-

glucana, galactomanana e quitina (Kanetsuna et al., 1972, Kanetsuna e Carbonell, 1970, San-

Blas et al., 1987). As β-glucanas podem ser glucanas álcali-solúveis ou insolúveis encontradas 

nas duas fases morfológicas de S. schenckii. As glucanas álcali-solúveis presentes na forma de 

levedura de S. schenckii contém ligações β(1,3), β(1,6) e β(1,4) na proporção de 44%, 28% e 

28%, respectivamente. Já as glucanas insolúveis, que compõem a fração F1, contém ligações 

β(1,3), β(1,6) e β(1,4) na proporção de 66%, 29% e 5%, respectivamente (Previato et al., 1979).  

As espécies reativas de oxigênio podem também lesar o tecido do hospedeiro 

especialmente na vizinhança do sítio inflamatório. De fato, essas espécies reativas têm sido 

envolvidas em injuria tecidual associadas com um número de doenças inflamatórias (Berkiten & 

Berkiten, 2000). A geração de H2O2 parece ser um processo celular natural, resultante de várias 

reações específicas à atividade celular; no entanto a liberação de quantidades consideráveis de 

H2O2 induz a quebra de fita de DNA e/ou pertubação no citoesqueleto da membrana, levando à 

morte celular (Ramasarma, 1990). 

O “burst” respiratório compreende a produção das espécies reativas de oxigênio (EROs), 

ânion superóxido e peróxido de hidrogênio, e a produção de peroxinitrito e seu intermediário 

NO, principalmente por macrófagos (Goupil et al., 2009).   

Outro mediador estudado foi o NO que é um radical livre que apresenta papel na 

patologia e fisiologia humana (Wink &Mitchell, 1998). O caminho bioquímico da síntese de NO 

nas células de mamíferos foi inicialmente estudado em macrófagos murinos ativados (Hibbs et 

al., 1990). A molécula de NO sofre degradação oxidativa em solução aquosa para formar nitrito 

(NO2
-) e nitrato (NO3

-) (Hibbs et al., 1992). 

 Nossos resultados mostraram elevada produção de NO pelos macrófagos dos animais 

infectados durante todo o período avaliado frente a qualquer um dos estímulos. O aumento de 

NO na esporotricose já foi relatado em trabalhos realizados em nosso laboratório. Carlos et al. 



49 
 

(2003) encontraram maiores concentrações de NO nos animais infectados frente ao extrato 

lipídico de S. schenckii durante a fase aguda da infecção em camundongos Swiss. Usando o 

mesmo modelo de infecção, Maia et al. (2006) demonstraram que a elevada produção de NO 

durante a fase aguda da infecção estava acompanhada pelo aumento da expressão de  iNOS 

frente ao exoantígeno do S. schenckii. A iNOS em macrófagos é cálcio independente e tem 

elevada a transição de seu gene em resposta à estimulação com certas citocinas TNF-α ou LPS, 

IL-1β, IFN-γ (Eigler et al., 1997; Holland & Souza, 1985). 

 Padrão semelhante ao exposto acima também foi observado para a liberação de IL-10, 

TNF-α e IL-1β, com algumas exceções. A liberação de IL-10 durante a fase de resolução da 

infecção (dia 15 pós-infecção), e de TNF-α e IL-1β durante o pico de suscetibilidade dos animais 

(dia 5 pós-infecção) parece não depender do reconhecimento da β-1,3-glucana, mas sim dos 

componentes adicionais da parede celular de S. schenckii presentes da fração F1 utilizada por 

nós. Além disso, é possível sugerir que a liberação de IL-10 durante o pico de suscetibilidade dos 

animais, e de IL-1β durante a fase de resolução da infecção depende exclusivamente do 

reconhecimento das β-1,3-glucanas de S. schenckii, uma vez que nesses casos a liberação dessas 

citocinas foi virtualmente idêntica àquela induzida pela fração F1 ou pelo SSTI. Em todo caso, é 

importante considerar que, apesar de termos usado uma quantidade equivalente da β-1,3-glucana 

pura e da fração F1 (100μg/mL de cada) e do fato de que a maior parte das glucanas presentes 

nesta fração serem do tipo β(1,3), ainda existem diferenças suficientes entre as duas preparações 

para justificar pelo menos parte das diferenças observadas, a saber: (1) a presença de glucanas do 

tipo β(1,6) e β(1,4) e (2) a menor concentração de β-1,3-glucana na fração F1, além da presença 

de outros componentes nessa fração. Estudos futuros irão claramente se beneficiar do uso de 

preparações mais purificadas contendo componentes específicos da parede celular de S. 

schenckii. 

A Dectina-1 pode induzir uma série de respostas celulares protetoras contra fungos, tais 

como fagocitose e atividade fungicida, que são mediadas, pelo menos em parte, pela indução do 

“burst” respiratório (Gantner et al., 2005; Steele et al., 2003; Luther et al., 2007). Devido a sua 

especificidade para -glucanas, a Dectina-1 pode reconhecer uma variedade de fungos, incluindo 

Coccidioides, Saccharomyces, Aspergillus, Pneumocystis, Candida e P. brasiliensis (Brown & 

Dambuza, 2015).  

Outros estudos utilizando camundongos “knockout” para dectina-1 demonstraram um 

papel importante para este receptor na imunidade antifúngica in vivo, em camundongos, nos 

quais a deficiência de dectina-1 resultou em resposta inflamatória e morte fúngica deficitárias, 

levando a um aumento da suscetibilidade na infecção sistêmica por C. albicans (Taylor et al., 
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2007). Já, estudos in vitro mostraram que o reconhecimento da C. albicans via dectina-1 pode 

resultar na ativação de células Th17 com alto potencial inflamatório (Leibundgut-Landmann et 

al., 2007; Romani, 2008). Por meio da citometria de fluxo, mostramos que a frequência de 

macrófagos expressando Dectina-1, assim como o nível de expressão desse receptor por essas 

células estavam ambos aumentados nos dias 10 e 15 pós-infecção, evidenciando que esse 

receptor possa estar participando do reconhecimento a esse fungo. 

A Dectina- 1 pode interagir com TLRs no reconhecimento de PAMPS fúngicos. Netea et 

al. (2006), mostraram que C. albicans induz a produção de citocinas por monócitos e macrófagos 

através da ligação a diferentes tipos de receptores, cada um reconhecendo uma das estruturas que 

forma a parede das células fúngicas. Polímeros do tipo manana são reconhecidos por receptores 

de manose, e -glucanas por dectina-1 e TLR2, demonstrando que a colaboração no 

reconhecimento de componentes fúngicos distintos por diferentes classes de receptores da 

resposta imune inata é crucial para o desenvolvimento da resposta inflamatória. Nesse sentido 

pode ocorrer uma interação da Dectina-1 com TLR2 para induzir maior liberação de citocinas 

por macrófagos e células dendríticas (Gantner et al., 2003, Dennehy et al., 2007). Esse receptor 

também está envolvido na resposta pró-inflamatória de macrófagos alveolares ao A. fumigatus 

(Steele et al., 2005).  

 Nossos resultados são aparentemente contraditórios ao estudo anterior  realizado por 

Zhang et al. 2012. Eles observaram que os ratos infectados com S. schenckii não expressaram 

Dectina-1 nas lesões cutâneas avaliadas pela coloração imuno-histoquímica. Por haver 

homologia do receptor Dectina-1 entre ratos (Kato et al. 2008),  essas diferenças possivelmente 

podem estar relacionadas as condições experimentais e ao tempo de estudo. É provável que 

Dectina-1 seja um receptor versátil no sistema imunitário. Neste sentido, Reid et al relataram que 

a expressão Dectina-1 em macrófagos murinos residentes e DCs de pele é baixa em comparação 

com outras regiões anatômicas (Reid et al. 2004). Mais estudos serão necessários para se 

conhecer se estas condições experimentais ou modelo de infecção influenciaram nos diferentes 

resultados  da expressão de Dectina-1. 

 O presente estudo sugere que o receptor Dectina-1 pode participar no reconhecimento do 

S. schenckii. Como os mecanismos pelos quais o receptor Dectina-1 participa da infecção por S. 

schenckii ainda não são bem elucidados, para um melhor entendimento se faz necessário 

aprimorar os estudos utilizando animais “Knockout” ou bloqueadores desse receptor.  
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6. CONCLUSÕES  

 No nosso estudo podemos sugerir que o receptor dectina-1 participa da resposta imune 

frente ao fungo S. schenckii.  

 As β-glucanas podem atuar como modulador biológico devido a sua capacidade de 

aumentar a resposta imune. 

 Ocorreu um aumento da produção de H2O2, fagocitose e NO frente a todos os 

componentes fúngicos, principalmente quando as células foram expostas a Fração F1 e o 

SSTI. 

 As células dos animais infectados em contato com SSTI e F1 produziram maior 

quantidade das citocinas IL-10, TNF-α e IL-1β. 

 Nos macrófagos peritoneais obtidos de animais infectados observou-se maior expressão 

do receptor de Dectina-1.  
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