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RESUMO 

 

TAIANNE POETA BATISTA 

 

ESTUDO DA IMUNIDADE TREINADA EM MACRÓFAGOS NO 

DESENVOLVIMENTO DA ESPOROTRICOSE ASSOCIADA AO FUNGO Sporothrix 

brasiliensis 

 

Orientador: Fabianno Dutra 

 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

A esporotricose é uma micose subcutânea causada pelos fungos do gênero Sporothrix, sendo  

S. brasiliensis a espécie de maior relevância clínica. No Brasil, a esporotricose ocorre 

majoritariamente de forma zoonótica, tendo o gato (Felis catus) papel principal na transmissão 

da doença a humanos. O Rio de Janeiro é endêmico para a esporotricose, sendo atualmente a 

região que reporta o maior número de casos no mundo. Seu tratamento de longa duração leva à 

abandonos de animais doentes, o que acaba aumentando a transmissão para outros animais e o 

aumento no número de casos. Com isso, é necessário o desenvolvimento de novas terapias e 

métodos de prevenção da doença. A imunidade treinada é um processo de reprogramação 

epigenética e metabólica que as células da imunidade inata desencadeiam a partir de um 

estímulo primário e, em um segundo estímulo, conseguem responder mais rápida e 

eficientemente. De acordo com a literatura, a imunidade treinada induzida por vacinas vivas 

como a  BCG e por β-glucanas causa um efeito benéfico na contenção de doenças infecciosas, 

tornando-a um alvo terapêutico interessante. Devido a isso, nosso objetivo foi estudar o papel 

da imunidade treinada , analisando a capacidade de macrófagos na produção de citocinas e de 

eliminar o S. brasiliensis, além de analisar o desenvolvimento da esporotricose após a 

administração de duas formas de β-glucanas: curdlana e beta-glucan peptide (BGP). Em nossos 

experimentos ex vivo, os macrófagos peritoneais de animais injetados com ambas as β-glucanas 

demonstraram uma maior capacidade de produzir TNF e IL-6, além de apresentarem maior 

capacidade de fungicida. O efeito não foi o mesmo em macrófagos de medula, indicando que a 

administração das β-glucanas não foi suficiente para estimular os progenitores mielóides. Nos 

experimentos in vivo, notamos uma tendência em animais p pré-tratados pela via intraperitoneal 

com as β-glucanas de retardar o desenvolvimento das lesões, mas isso não impediu o posterior 

desenvolvimento delas, com características semelhantes às dos animais controle. Em 

contrapartida, a administração local (subcutânea) de BGP pareceu ser eficiente em limitar o 

desenvolvimento da esporotricose. Em conclusão, os resultados demonstram que a utilização 

da β-glucana pode ser estudada como terapia adjuvante da esporotricose. 

 

Palavras-chave: Esporotricose; S. brasiliensis; Imunidade Treinada; Macrófagos; β-glucanas. 
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TAIANNE POETA BATISTA 

 

ESTUDO DA IMUNIDADE TREINADA EM MACRÓFAGOS NO 

DESENVOLVIMENTO DA ESPOROTRICOSE ASSOCIADA AO FUNGO Sporothrix 

brasiliensis 

 

Orientador: Fabianno Dutra 

 

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis caused by fungi of the genus Sporothrix and S. 

brasiliensis being the species with the highest clinical conversion. In Brazil, sporotrichosis 

occurs mainly in a zoonotic way, with the cat (Felis catus) having a main role in the 

transmission of the disease to humans. Rio de Janeiro is endemic for sporotrichosis, currently 

being the region that reports the highest number of cases in the world. Its long-term treatment 

leads to abandonment of sick animals, which ends up increasing transmission to other animals 

and an increase in the number of cases. Therefore, it is necessary to develop new therapies and 

methods to prevent the disease. Trained immunity is a process of epigenetic and metabolic 

reprogramming that innate immunity cells trigger from a primary stimulus and, in a second 

stimulus, they become able to respond more quickly and efficiently. According to the literature, 

the trained immunity induced by live vaccines such as BCG and by molecules like β-glucans 

causes a reinforced effect in the containment of infectious diseases, making it an interesting 

therapeutic target. Thus, our objective was to study the role of trained immunity, analyzing the 

ability of macrophages to produce cytokines and to eliminate S. brasiliensis, in addition to 

analyzing the development of sporotrichosis after the administration of two forms of β-glucans: 

curdlan and beta-glucan peptide (BGP). In our ex vivo experiments, peritoneal macrophages 

from animals injected with both β-glucans produced a greater ability to produce TNF and IL-6, 

in addition to having a greater fungicide capacity. The effect was not the same in bone marrow-

derived macrophages, indicating that the administration of β-glucans was not sufficient to 

stimulate myeloid progenitors. In in vivo experiments, we noticed a tendency in animals pre-

treated intraperitoneally with β-glucans to delay the development of lesions, but this did not 

prevent their further development, with characteristics similar to those of control animals. In 

contrast, local (subcutaneous) administration of BGP appears to be efficient in limiting the 

development of sporotrichosis. In conclusion, the results demonstrate that the use of β-glucan 

can be studied as an adjuvant therapy for sporotrichosis. 

 

Key-words: Sporotrichosis; S. brasiliensis; Trained Immunity; Macrophages; β-glucans. 
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DESENVOLVIMENTO DA ESPOROTRICOSE ASSOCIADA AO FUNGO Sporothrix 

brasiliensis 

 

Orientador: Fabianno Dutra 

 

Resumo para Leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de 

Góes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários 

para obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia 

e aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

A esporotricose é conhecida popularmente como a “doença do jardineiro” ou “doença do gato”, 

conhecida por causar lesões profundas, geralmente com presença de pus, que não cicatrizam. 

No Brasil, principalmente no Rio de Janeiro, a doença é transmitida principalmente através do 

gato, que se contamina através do contato com o meio ambiente – especialmente solos e 

vegetais com alta quantidade de materiais em decomposição. Os responsáveis por causar a 

infecção são os fungos do gênero Sporothrix. O nosso sistema imune é constituído de células 

que são capazes de combater uma ampla gama de microrganismos, porém, quando esses 

microrganismos são capazes de ultrapassar os mecanismos de combate dessas células, eles se 

tornam capazes de estabelecer a doença. É que o que acontece no caso dos fungos causadores 

da esporotricose, eles possuem mecanismos capazes de burlar seu reconhecimento pelas células 

da imunidade do hospedeiro. O tratamento da doença é de longa duração e leva à abandonos de 

animais doentes, o que acaba aumentando a transmissão para outros animais e o aumento no 

número de casos. Com isso, é necessário o desenvolvimento de novas terapias e métodos de 

prevenção da doença. Existe um fenômeno em nossas células imunes que as tornam mais 

eficazes na esposta aos patógenos. Esse fenômeno é chamado de “Imunidade Treinada” e pode 

ser induzida por vacinas e moléculas purificadas presentes em microrganismos, como a β-

glucana – um carboidrato presente na superfície de fungos, principalmente. Em nosso trabalho, 

o objetivo foi investigar o efeito da β-glucana na ativação do sistema imune no desenvolvimento 

da esporotricose em camundongos. Analisamos a capacidade de macrófagos – um tipo de célula 

do sistema imune – na eliminação do fungo e na indução da inflamação frente ao fungo. 

Também estudamos o efeito da β-glucana de diminuir o desenvolvimento das lesões na pele 

formadas no local da injeção do fungo. Nossos resultados demonstraram uma maior capacidade 

de macrófagos treinados em matar o fungo e gerar inflamação. Também foi possível observar 

uma redução no desenvolvimento das lesões cutâneas de animais tratados com β-glucana no 

local da infecção. Em conclusão, quando analisados juntos, os resultados sugerem que a indução 

do fenômeno de imunidade treinada tem potencial para ser usada como terapia adjuvante da 

esporotricose. Contudo, mais estudos serão necessários para confirmar esse potencial. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Esporotricose: histórico e epidemiologia 

A esporotricose foi relatada pela primeira vez nos Estados Unidos em 1896 pelo 

estudante de medicina Benjamin Schenck, a partir de um paciente portador de lesões no 

braço. Logo o agente foi isolado e identificado como pertencente ao gênero 

Sporotrichum, sendo nomeado Sporotrichum schenckii (Schenck, 1898). 

Posteriormente, também nos Estados Unidos, Hektoen e Perkins (1900) reportaram um 

novo caso e propuseram uma nova classificação, desta vez incluindo o microrganismo 

ao gênero Sporothrix, devido às características reprodutivas observadas. No Brasil, a 

esporotricose foi descrita pela primeira vez por Lutz e Splendore (1907), relatando a 

doença em humanos e ratos. 

Os fungos do gênero Sporothrix têm como habitat natural o solo, especialmente 

solos com matéria vegetal em decomposição e outros materiais como madeira e até 

mesmo prevalência em certos tipos de árvores (Vismer e Eicker, 1994). Relacionando 

este fato com o modo de transmissão natural da esporotricose que ocorre a partir da 

implantação traumática do fungo na pele, situação na qual a pele do indivíduo é 

lesionada através de algum material contaminado com o patógeno, a esporotricose ficou 

conhecida popularmente como a "doença do jardineiro". Portando, trabalhadores do 

campo como jardineiros, floristas e agricultores dispõem de maiores chances de contrair 

a doença (Orofino-Costa et al., 2017). Existem relatos de indivíduos que contraíram a 

forma pulmonar da doença através da inalação de conídios, embora seja muito raro 

(Mehta et al. 2004; Singhai et al. 2012). A partir da década de 90, casos de esporotricose 

transmitidos a humanos através de animais começaram a aparecer com mais frequência 

e em alguns países, inclusive no Brasil, a esporotricose passou a ter uma maior 

incidência fora dos campos, estando associada a casos zoonóticos principalmente 

relacionados a indivíduos que possuem contato com animais (Macêdo-Sales et al., 

2018). 

No Brasil, a transmissão da esporotricose ocorre majoritariamente de forma 

zoonótica. É transmitida especialmente pelo gato devido as suas características 

comportamentais, em situações que permitem a implantação do fungo na pele do 

indivíduo, visto que apresentam alta carga fúngica em suas lesões e o costume de se 

esfregarem, morder e arranhar seus cuidadores (Schubach et al., 2001, 2002; Macêdo-

Sales et al., 2018). A maior ocorrência tanto de casos humanos quanto felinos se 
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encontra na região Sudeste, em especial no Rio de Janeiro, sendo considerada uma 

doença endêmica no estado desde o ano de 1998. Anteriormente, nos anos de 1987 a 

1998, apenas 13 casos de esporotricose humana haviam sido relatados (Barros et al., 

2001). Porém, a partir do ano de 1998, houve um grande aumento nos números de casos, 

e até 2011, mais de 4.000 casos foram registrados pela Fiocruz (Silva et al., 2012). Nos 

últimos anos, segundo dados da Gerência de Doenças Transmitidas por Vetores e 

Zoonóticas (GERDTVZ), entre 2019 e 2020 foram relatados mais de 2.600 casos da 

doença no estado do Rio de Janeiro (2021). A grande prevalência da esporotricose no 

Rio de Janeiro, com o relato de casos ainda em ascenção com o passar dos anos, 

configura um hiperendemismo. No entanto, como a doença não é de notificação 

compulsória, é possível que o número de casos seja ainda maior. Além do Rio de 

Janeiro, estados como São Paulo e Rio Grande do Sul também reportam casos de 

esporotricose com frequência (Figura 1) (Montenegro et al., 2014; Sanchotene et al., 

2015; Gremião et al., 2020). 

 

     

Figura 1 – Incidência da esporotricose zoonótica ao longo dos anos. Antes dos anos 90, casos de 

esporotricose não eram frequentes e normalmente eram associados ao contato com o meio ambiente não 

sendo considerada uma epidemia. A partir dos anos 90, surtos isolados de esporotricose foram relatados. 

Dos anos 2001 a 2016, seguindo até aos dias atuais, o Brasil enfrenta uma epidemia da doença sendo os 

estados que mais relatam casos o Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e São Paulo. Fonte: Gremião et al., 

2017. 

 

As doenças endêmicas são doenças que ocorrem constantemente em uma dada 

região e apresentam certas características que as enquadram como tal. Por exemplo, 

doenças endêmicas apresentam região geográfica restrita, são causadas normalmente 

por fungos dimóficos e comumente a porta de entrada é através da via 

respiratória/pulmonar (Chakrabarti et al., 2015). A esporotricose apesar de ser 

classificada como uma doença endêmica, apresenta características que são próprias em 
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relação as outras doenças endêmicas, como o fato de ser distribuída mundialmente e 

estar presente em praticamente todos os continentes, além de ser a única doença causada 

por um fungo dimórfico que não utiliza a via pulmonar como principal forma de entrada, 

e ainda, sua ecologia, epidemiologia e manifestações clínicas variam de acordo com a 

localização geográfica (Chakrabarti et al., 2015). Nos últimos 20 anos a doença tem sido 

estudada como uma infecção fúngica emergente muito importante especialmente na 

América Latina. Sendo assim, esforços para a compreensão da fisiopatologia, prevenção 

e tratamento da doença estão sendo feitos. 

 

1.2 Sporothrix spp. 

O gênero Sporothrix é pertencente ao filo Ascomycota, à classe Sordariomycetes, à 

ordem Ophiostomatales e à família Ophiostomataceae e são os patógenos mais 

relevantes dentro de sua ordem (Guarro, Gené e Stchigel, 1999). São fungos dimóficos 

os quais se apresentam na forma de hifas em temperatura ambiente (25-27ºC) e 

transitam para a morfologia leveduriforme aos 37ºC. A Figura 2 demonstra sua 

aparência na fase de micélio, podendo ou não haver a produção de melanina de acordo 

com o tempo de cultura (Fig. 2A). Em sua aparência microscópica são características 

hifas hialinas septadas e conidiósforos em formato de “buquê” ou “em magarida” (Fig. 

2B) (Orofino-Costa et al., 2017). É possível observar diferenças na morfologia dos 

conídios de diferentes espécies bem como características fenotípicas de metabolismo 

distintas, o que pode ser utilizado como método de identificação presuntiva no 

diagnóstico (Marimon et al. 2007; de Meyer et al. 2008;). 

 

 

Figura 2 - Macro e micromorfologia da fase de hifa de Sporothrix brasiliensis. A. Macromorfologia 

da fase de micélio. B. Micromorfologia de hifas e conídios. Fonte: Orofino-Costa et al., 2017. 
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Até os anos 2000, acreditava-se que a espécie Sporothrix schenckii era a única 

espécie a estar envolvida no desenvolvimento da esporotricose em animais e seres 

humanos. Marimon e colaboradores (2007) descreveram então três novas espécies, S. 

brasiliensis, S. globosa e S. mexicana. Deste modo, deu-se origem ao complexo 

Sporothrix que conta atualmente com 5 principais espécies de relevância clínica: S. 

schenckii sensu stricto, S. globosa, S. brasiliensis, S. luriei e S. mexicana. Desde então 

diversos estudos demonstraram que diferentes regiões do mundo têm prevalência de 

dada espécie. Como mostrado na Figura 3, S. schenckii é distribuída mundialmente e S. 

brasiliensis é uma espécie predominante no Brasil, sendo até 2017 encontrado apenas 

neste país. Atualmente S. brasiliensis já foi relatado nos países vizinhos Argentina e 

Paraguai (García Duarte et al., 2017; Córdoba et al., 2018). S. globosa, além de também 

ser mundialmente distribuída, é a espécie predominante na Ásia (Chakrabarti et al., 

2015).  

 

 
Figura 3 - Mapa da distribuição mundial das espécies de Sporothrix e sua prevalência em cada 

região. S. brasiliensis é a espécie predominante no Brasil, sendo responsável pela grande maioria dos 

casos, porém já foi encontrada também na Argentina e Paraguai. S. schenckii está presente principalmente 

no continente americano, enquanto S. globosa prevalece no continente asiático. As porcentagens indicam 

a predominancia de cada espécie em dado continente. Fonte: Chakrabarti et al., 2015. 

 

As diferentes espécies de Sporothrix apresentam algumas particularidades de 

espécie para espécie. Arrillaga-Moncrieff e colaboradores (2009) demonstraram que as 

diferentes espécies possuem níveis de virulência distintos. No estudo, S. brasiliensis foi 

relatada como a espécie mais virulenta, seguido de S. schenckii, S. globosa, S. mexicana 

e S. albicans – esta última atualmente reconhecida como S. pallida (de Meyer et al., 
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2008). Outros estudos corroboram com esse achado relatando que a expressão de 

melanina e urease são maiores em S. brasiliensis que em S. schenckii (Almeida-Paes et 

al., 2015). S. brasiliensis parece, ainda, ter uma capacidade de disseminação maior do 

que S. schenckii e S. globosa (Fernandes et al., 2013). Além disso, a susceptibilidade a 

antifúngicos também parece variar de acordo com a espécie, com a menor 

responsividade vista em S. pallida, S. globosa e S. mexicana (Marimon et al., 2008). 

Isolados de S. brasiliensis recentes demonstraram MICs (MIC, do inglês Minimal 

Inhibiroty Concentration) maiores em comparação com estudos mais antigos, indicando 

que a resistência a antifúngicos neste gênero pode vir a ser um problema futuramente 

(Marimon et al., 2008; Borba-Santos et al., 2015; Waller et al., 2021). Com isso, o 

diagnóstico e identificação correta da espécie envolvida na infecção pode ser crucial 

para um tratamento eficiente (Marimon et al., 2008).  

Com as informações apresentadas até o momento, fica claro que as diferentes 

espécies do complexo Sporothrix apresentam características distintas que podem ter um 

papel na interação com o hospedeiro. Deste modo, são necessários mais estudos que 

esclareçam a relação entre as espécies e os diferentes tipos de manifestações observadas 

na clínica, tendo em vista que esta correlação ainda não está bem estabelecida (Almeida-

Paes et al., 2015). 

 

1.3      Manifestações clínicas da esporotricose humana 

A doença se manifesta de diferentes formas, podendo acometer tanto indivíduos 

imunocompetentes quanto imunocomprometidos. Entre as formas mais comuns da 

doença estão as formas localizada e linfocutânea (Lopes-Bezerra, Schubach e Costa, 

2006). Porém, existem outras diversas formas clínicas, como infecções sistêmicas, que 

podem afetar locais distantes do sítio primário de infecção, bem como atingir mucosas 

e causar imunoreatividade (Tabela 1) (Orfino-Costa et al., 2017).  

 

Tabela 1 - Manifestações clínicas da esporotricose. Adaptado de ORFINO-COSTA et al., 2017. 

Pele   

 Linfocutânea 

 Cutânea localizada 

 Inoculação múltipla 

Membrana Mucosa   

 Ocular 

 Nasal 
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 Outras 

Sistêmica   

 Osteoarticular 

 Cutânea disseminada 

 Pulmonar 

 Neurológica 

 Sepse 

Imunoreativa   

 Eritrema nodular 

 Eritrema multiforme 

 Síndrome de Sweet 

 Artrite reativa 

Regressão espontânea   

 

A forma linfocutânea da doença atinge cerca de 60 a 80% dos pacientes 

(Conceição-Silva e Morgado, 2018). É descrita como uma lesão que começa a ser visível 

de 2 a 4 semanas após a inoculação do fungo através de um trauma sofrido na pele. 

Nesse período, a lesão tem uma característica papulonodular e eventualmente começa a 

ulcerar. Posteriormente, com o acometimento de regiões mais profundas da pele, o 

fungo ganha acesso aos vasos linfáticoss e outras lesões aparecem, seguindo o caminho 

dos mesmos (Figura 4A-B) (Orfino-Costa et al., 2017). 

A forma localizada acomete cerca de 25% dos indivíduos que desenvolvem a 

esporotricose (Conceição-Silva e Morgado, 2018). Nesta manifestação, as lesões são 

similares às lesões da forma linfocutânea, também com aspecto papulonodular e com 

ulcerações. Porém, neste caso as lesões permanecem localizadas no local de inoculação 

primária do fungo, não formando outras novas  (Figura 4C) (Orfino-Costa et al., 2017).  

 

     



7 

 

     

Figura 4 - Manifestações clínicas da esporotricose. (A) Forma linfocutânea da doença, onde as feridas 

seguem o caminho dos vasos linfáticos. (B) Caso da doença em criança, também na forma linfocutânea. 

(C) Lesão característica da forma localizada da doença, a qual o paciente desenvolve uma lesão única no 

local de inoculação do fungo. Fonte: Adaptado de Orfino-Costa et al., 2017. 

 

Existem ainda pacientes que apresentam múltiplas lesões, porém sem 

envolvimento sistêmico. Neste caso, o indivíduo contrai a doença através de múltiplos 

traumas, desenvolvendo lesões em locais distintos, não sendo considerada esporotricose 

disseminada (Orfino-Costa et al., 2017). 

As formas extracutâneas, como a forma disseminada, pulmonar e osteoarticular 

podem acometer de 5 a 10% dos pacientes (Conceição-Silva e Morgado, 2018). De fato, 

existe a associação entre o desenvolvimento das formas extracutâneas principalmente  

com indivíduos imunocomprometidos, como pacientes com HIV, diabetes e alcoolismo 

(Aguinaga et al., 2014; Moreira, Freitas e Lamas, 2015). A forma pulmonar pode ser 

contraída raramente de maneira primária através da inalação de conídios de um ambiente 

contaminado com o fungo ou de maneira secundária quando o fungo ganha acesso à 

corrente sanguínea do indivíduo a partir de uma lesão primária (Orfino-Costa et al., 

2017). Outras formas extracutâneas que podem acometer principalmente indivíduos 

imunocomprometidos são as formas cutânea disseminada, pulmonar, neurológica e 

osteoarticular, todas tendo inicialmente o acometimento cutâneo com posterior 

disseminação para esses locais (Orofino-Costa et al., 2017). 

Como mencionado acima, sabemos que existe a associação do desenvolvimento 

de formas extracutâneas com indivíduos imunocomprometidos. Porém, indivíduos 

imunocompetentes também apresentam quadros distintos da doença. Devido a isso, 

fatores como o estado imunológico do paciente, a profundidade do trauma de 

inoculação, virulência da espécie e a carga fúngica do inóculo podem estar envolvidos 

nas diferentes manifestações clínicas (Almeida-Paes et al., 2015).  
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1.4  Resposta imunológica associada à esporotricose 

Em geral, a resposta imunológica associada a fungos se dá principalmente pela 

imunidade inata, especialmente pelos fagócitos. A parede celular fúngica constitui a 

principal fonte de Padrões Moleculares Associados a Patógenos (ou PAMPs, do inglês 

Pathogen-Associated Molecular Patterns) que são reconhecidos pelos Receptores de 

Reconhecimento de Padrões (ou PRRs, do inglês Pattern Recognition Receptors) 

presentes nas células da imunidade inata. O reconhecimento de PAMPs pelos PRRs de 

células imunes inatas induz a fagocitose desses microrganismos, eliminando-os. Porém, 

algumas características das células fúngicas podem tornar esse mecanismo não tão 

eficaz, como o fato de a parede celular conter variadas moléculas glicosiladas e 

hidrofóbicas, outras que mascaram moléculas mais imunogênicas, capacidade de formar 

cápsulas polissacarídicas, além de seu tamanho variável – fungos possuem diferentes 

morfologias de acordo com a espécie, como as formas de hifas e leveduras. Essas 

características podem dificultar a interação fungo-fagócito e consequentemente, o 

desenvolvimento uma resposta imunológica mais robusta (Erwig e Gow, 2016). 

Ademais, as diferenças na composição da parede celular de espécies fúngicas influencia 

diretamente no reconhecimento das células fúngicas pelas células inatas, o que implica 

em diferenças na resposta imune que é gerada (Erwig e Gow, 2016). 

Além da linha de frente que a imunidade inata provém, células como as células 

dendríticas e os macrófagos são importantes para fazer a conexão entre a imunidade 

inata e a imunidade adaptativa. Essas células, que chamamos de Células Apresentadoras 

de Antígenos (APCs, do inglês Antigen Presenting Cells), apresentam antígenos aos 

linfócitos T, sendo de suma importância a diferenciação destes nas subpopulações Th1 

e Th17, que irão executar uma resposta efetora específica contra fungos (Conceição-

Silva e Morgado, 2018). Porém, o desenvolvimento da esporotricose é controlada 

principalmente pela imunidade celular, visto que a imunidade humoral participa apenas 

em estágios avançados da doença (Carlos et al., 2009). Dito isto, uma resposta celular 

bem modulada é imprescindível. A exacerbação dessa resposta pode resultar em maior 

destruição tecidual, como descrito por Gaze e colaboradores (2006), enquanto outro 

estudo associou a forma linfocutânea, que normalmente acomete tecidos adjacentes, 

com uma maior prevalência de neutrófilos, células CD4+ e maior produção de Óxido 

Nítrico Sintase (NOS, do inglês Nitric Oxide Synthase) quando comparada com a forma 

localizada, que normalmente é a manifestação mais controlada da doença (Morgado et 

al., 2011). 
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O reconhecimento de S. schenckii via PRRs induz a produção de citocinas como 

TNF, IL-1β, IL-6, IL-18 e IL-12. Essas condições levam à uma alta produção de IFNγ, 

que aumenta a atividade de apresentação de antígenos à células T e, em presença de IL-

12, ocorre a fixação da resposta imune do tipo 1 – modulada por células Th1, que 

induzem uma resposta pró-inflamatória através da produção de citocinas e recrutamento 

de células efetoras (Ruiz-Baca et al., 2021). Como mencionado anteriormente, um 

mecanismo efetor eficiente é a produção de ROS pelas células fagocíticas, que no 

ambiente fagolisossômico – em um cenário de resolução positivo – leva à eliminação 

do fungo. Desta maneira, células imunes como macrófagos e neutrófilos são 

importantes, levando em consideração que são os principais tipos celulares que 

produzem estas moléculas. Kajiwara e colaboradores (2004) demonstram a importância 

de ROS em modelos experimentais de esporotricose, onde camundongos deficientes em 

NADPH oxidase – parte importante no mecanismo de geração de ROS – demonstraram 

dificuldades em controlar a infecção por S. schenckii, levando à disseminação e 

subsequente morte. Em outros casos, dependendo da espécie envolvida na infecção, a 

produção aumentada de ROS pode causar um maior dano tecidual, como observado na 

infecção por S. brasiliensis (Mario et al., 2017). Outro potencial fungicida são as 

Espécies Reativas de Nitrogênio (RNS, do inglês Reactive Nitrogen Species), porém, 

Maia e colaboradores (2006) demonstraram que camundongos deficientes em NOS 

apresentaram uma maior resistência em desenvolver a doença, sugerindo que talvez a 

ativação do sistema de NO esteja envolvido na imunossupressão causada no 

microambiente em estágios mais avançados da doença, entre as 4ª e 6ª semanas. 

Como abordado anteriormente, acredita-se que a patogênese da esporotricose se 

desenvolva de acordo com diferentes variáveis, como a espécie envolvida na infecção, 

o estado imunológico do paciente, o tamanho do inóculo e a profundidade do trauma. 

Dentro deste contexto, discute-se principalmente o papel das diferentes espécies no tipo 

de resposta orquestrada pelo paciente (Mario et al. 2017; Batista-Duharte et al. 2018; 

Villalobos-Duno et al. 2021). Estudos já demonstraram que S. schenckii e S. brasiliensis 

possuem diferenças em suas paredes celulares, gerando diferenças no reconhecimento 

dessas espécies por Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMCs, do inglês 

Peripheral Blood Mononuclear Cells), resultando em uma resposta mais inflamatória, 

como demonstrado pelo aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias, em 

resposta a S. schenckii do que a S. brasiliensis. Estes achados poderiam estar 

relacionados com o fato de que S. schenckii normalmente causa lesões mais bem 
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controladas na forma localizada e S. brasiliensis lesões mais severas com raros casos de 

auto-resolução (Martínez-Álvarez et al., 2017). Por outro lado, Kischkel e 

colaboradores (2022) demonstraram que S. brasiliensis induziu uma maior resposta 

inflamatória em comparação com S. schenckii e que este achado estaria associado à 

maior destruição tecidual que S. brasiliensis causa. Os autores apontam que esta 

diferença relatada pode estar atribuída às condições de cultura do fungo e à etnia dos 

doadores das PBMCs.  

Ainda neste contexto, Batista-Duharte e colaboradores (2018) sugeriram que a 

maior destruição tecidual e disseminação causada por S. brasiliensis seria por um 

desbalanço na resposta celular, na qual um equilíbrio inicial de Th1 e Th17 é requerido 

para um controle eficiente da infecção. Neste caso, S. brasiliensis induz uma resposta 

que reduz a quantidade de células Th1 enquanto aumenta a quantidade de Th17 e Tregs, 

tornando ineficaz o controle da inflamação. 

Diante deste cenário, o esclarecimento acerca das respostas desenvolvidas pelo 

hospedeiro contra a infecção por Sporothrix spp. ainda não é bem estabelecida e mais 

estudos sobre a interação entre o sistema imune e as diferentes espécies no 

desenvolvimento da esporotricose ainda é necessário. 

 

1.5 Imunidade Treinada 

O sistema imunológico, constituido por células de reconhecimento e defesa, é divido 

em duas especialidades: imunidade inata e imunidade adaptativa. Quando entramos em 

contato com um patógeno, o reconhecimento imediato é feito pelas células da 

imunidade inata, como os neutrófilos, macrófagos e células dendríticas, de maneira 

específica em um contexto de especificidade molecular para estruturas conservadas em 

diversos microrganismos– bactérias, fungos, protozoários e vírus. Essas células irão 

trabalhar para o controle e eliminação do patógeno enquanto a imunidade adaptativa, 

quando necessária, auxilia no desenvolvimento de uma resposta mais eficiente para a 

eliminação total do microrganismo, que demora cerca de 4 a 14 dias para ser 

efetivamente iniciada. A resposta imune adaptativa é montada através do processo 

chamado de “sinapse imunológica”, quando células dendríticas, após a fagocitose do 

patógeno e os estímulos recebidos do microambiente, migram para os locais onde se 

encontram os linfócitos T e B virgens – população de células da imunidade adaptativa 

– e estimulam a ativação e diferenciação das células antígeno específicas, neste caso 

para um epítopo específico de certa estrutura do invasor em questão. Sendo assim, as 
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células T se tornam capazes de auxiliarem outras células aumentando suas funções 

efetoras ou matando especificamente células infectadas e as células B são induzidas a 

produzirem anticorpos. Ao retorno da homeostase, permanecem células de memória que 

estarão preparadas para lidar com um possível segundo encontro com o mesmo 

patógeno de forma mais rápida (Abbas e Lichtman, 2015). 

Neste cenário, a imunidade inata teria uma resposta imediata, sem especificidade 

antigênica e sem capacidade de memória imunológica enquanto a imunidade adaptativa 

teria uma resposta demorada, altamente específica e detentora de memória imunológica 

que as tornam capazes de se “lembrar” de encontros anteriores, tornando-as, assim, 

capazes de realizar uma resposta mais eficiente na segunda vez em comparação com a 

primeira. Porém, nas últimas décadas, dados na literatura sugerem que células da 

imunidade inata também são capazes de desenvolver memória, consequentemente 

respondendo melhor em casos de reinfecção ou infecções secundárias (Figura 5) (Kurtz, 

2005).  

 

 

Figura 5 - Memória imunológica clássiva vs Imunidade treinada. A. Memória imunológica clássica, 

baseada no reconhecimento altamente específico de antígenos por linfócitos T e B, que sofrem expansão 

clonal. Após a eliminação da infecção, esses linfócitos sofrem contração, sobrevivendo apenas os de 

memória, que em um segundo encontro são capazes de gerarem uma resposta mais rápida e 

consequentemente mais eficiente. B. A imunidade treinada após um estímulo/infecção primária consegue, 

em um segundo encontro, responder de forma mais rápida e eficiente de modo similar à imunidade 
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adaptativa, porém os mecanismos por trás desta “memória” são completamente distintos entre os dois 

processos. Fonte: Netea et al., 2016. 

O sistema imune adaptativo como conhecemos em mamíferos apareceu em seres 

vivos há cerca de 450 milhões de anos nos primeiros animais vertebrados mandibulados, 

os peixes. Animais invertebrados possuem então apenas sistemas inatos, como presença 

de receptores Toll-like, sistema complemento, sistema de fagocitose e peptídeos 

antimicrobianos, enquanto plantas possuem mecanismos inatos como o reconhecimento 

de invasores e produção de moléculas tóxicas (Figura 6) (Yatim e Lakkis, 2015).  

 

 

Figura 6 - Evolução do sistema imunológico. Nossos ancestrais mais antigos contavam apenas com a 

proteção inata, sem as especialidades da imunidade adaptativa como o Complexo Maior de 

Histocompatibilidade (MHC), Imunoglobulinas (Igs), linfócitos e genes de recombinação somática, que 

surgiu apenas há 450 milhões de anos em vertebrados mandibulados. Fonte: Yatim e Lakkis, 2015. 

 

Dito isto, pensar em uma memória atribuída ao sistema imune inato não é 

descartável, levando em consideração que seres providos apenas de sistemas inatos 

conseguem lidar melhor com o invasor em respostas secundárias, como o Sistema de 

Resistência Adquirido (SAR) em plantas (Durrant e Dong, 2004), a proteção contra 

infecções secundárias e reinfecções em insetos a partir de um estímulo primário 

podendo ser LPS ou pré-desafios com bactérias (Moret e Siva-Jothy, 2003; Pham et al., 

2007; Rodrigues et al., 2010), ou mesmo em vertebrados a partir de um desafio primário 

ou até através da vacinação (Tabela 2) (Bistoni et al., 1986; Wout, Poell e Furth, 1992; 

Garly et al., 2003; Netea et al., 2011). 
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Tabela 2 - Evidências da indução da memória imune inata. Diversos estudos já demonstraram uma 

memória associada à imunidade inata, onde a partir de infecções primárias com agentes infecciosos ou 

moléculas não-próprias, como o LPS, o organismo ganha proteção contra infecções secundárias ou 

reinfecções. Adaptado de Netea et al., 2011. 

Organismo Modelo experimental Efeito biológico 

Plantas   

Variedade de plantas Vírus, bactérias, fungos Proteção contra reinfecção 

Invertebrados     

Larva-da-farinha LPSa ou desafio bacteriano 
Proteção contra infecção 

secundária 

Drosophila Desafio com S. pneumoniae Proteção contra S. pneumoniae 

Anopheles gambiae Desafia com Plasmodium Proteção contra Plasmodium 

Vertebrados     

Camundongos BCGb Proteção contra candidíase 

Camundongos Vacinação com Candida 
Proteção independente de 

células T e B 

Humanos BCG 
Proteção não específica contra 

infecções secundárias 
aLPS - Lipopolissacarídeo; 

bBCG - Bacilo Calmette-Guérin. 

 

Segundo Netea e colaboradores (2011), os fenômenos descritos acima não poderiam 

ser considerados um tipo de resposta inata, pois necessitam de um estímulo primário 

para ser gerado e nem um tipo de resposta adaptativa, já que não depende de 

especificidade antigênica obtida através de recombinação somática. A partir destas 

observações, foi proposto o termo “Imunidade Treinada” para nos referirmos ao tipo 

memória imunológica das células inatas. 

Por definição, a imunidade treinada é um processo pelo qual as células imunes inatas 

conseguem, assim como as células da imunidade adaptativa, responder de maneira mais 

rápida e robusta em um estímulo secundário. Porém, enquanto a imunidade adaptativa 

requer tempo e especificidade antigênica para sua resposta ser montada, a imunidade 

treinada age de maneira rápida e sem especificidade – ambas trabalham para uma 
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resposta mais eficaz em eventuais infecções secundárias ou reinfecções, embora a partir 

de mecanismos distintos (Netea et al., 2020).  

Diversos estudos já demonstraram que a exposição a agentes derivados de 

microrganismos, como β-glucanas, dipeptídeos muramil, CpG e flagelina, 

desencadeiam uma resposta secundária mais robusta em um desafio secundário, com 

uma maior produção de citocinas pró-inflamatórias (Di Luzio e Williams, 1978; 

Krahenbuhl et al., 1981; Muñoz et al., 2010; Marakalala et al., 2013; Ribes et al., 2014). 

Em 2020, em um estudo publicado por Ciarlo e colaboradores, foi demonstrado 

claramente que a imunidade treinada induzida por zymosan – uma β-glucana – confere 

proteção contra diferentes infecções bacterianas em modelos murinos, como 

pneumonia, enterite e peritonite. Outra forte indutora da imunidade treinada 

amplamente estudada é a vacina BCG. A vacina BCG é feita à base da bactéria 

Mycobacterium bovis, uma cepa bovina atenuada capaz de gerar proteção contra o 

agente etiológico da tuberculose em humanos, M. tuberculosis. Existem diversas 

evidências de que a BCG possui capacidade de proteção heteróloga, ou seja, diferente 

da proteção específica que uma vacina induz, agindo através da imunidade treinada 

contra fungos, bactérias e protozoários (Wout, Poell e Furth, 1992; Kleinnijenhuis et 

al., 2012; Arts et al., 2018; Walk et al., 2019).  

Nos últimos 20 anos, os estudos acerca dos mecanismos responsáveis pelo 

estabelecimendo do estado de treinamendo das células inatas levaram à conclusão de 

que a base para tal feito são reprogramações epigenéticas e mudanças metabólicas na 

célula treinada (Netea et al., 2020). A regulação gênica de uma célula é de extrema 

importância para uma boa execução de suas funções. A expressão dos genes é regulada 

por diversos mecanismos, dentre os quais está a alteração de histonas que tornam mais 

acessíveis ou inacessíveis os genes da região na qual ela se encontra. A estimulação de 

células imunes inatas altera a expressão de genes relacionados à resposta inflamatória a 

partir do remodelamento das regiões necessárias para a expressão desses genes (Smale, 

Tarakhovsky e Natoli, 2014). O processo de imunidade treinada induz marcações nas 

histonas, chamadas de marcas epigenéticas, sendo as principais a monometilação e 

trimetilação da lisina 4 da histona 3 (H3K4me1 e H3K4me3, respectivamente) e a 

acetilação da lisina 27 da histona 3 (H3K27ac) (Figura 7). Essas modificações levam 

ao acesso mais rápido dos genes inflamatórios em casos de reestimulação, tornando as 

células mais eficazes em expressá-los (Saeed et al., 2014). Paralelamente às 

reprogramações epigenéticas, ocorrem também mudanças metabólicas indispensáveis 
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para o estabelecimento do estado de célula treinada. Estudos demonstram que o 

reconhecimento de certas moléculas – indutoras da imunidade treinada – regulam 

positivamente diferentes vias metabólicas como a glicólise, o ciclo do ácido 

tricarboxílico (ou ciclo de Krebs) e o metabolismo de ácidos graxos, onde alguns 

intermediários dessas vias como fumarato e acetil coenzima A, são necessários para o 

funcionamento de enzimas envolvidas na remodelação das histonas – responsáveis pela 

formação das marcas epigenéticas (Mulder et al., 2019). 

 

 

 

Figura 7 - Marcas epigenéticas em células treinadas. Na célula quiescente, a cromatina na região de 

genes inflamatórios está bastante condensada. A partir do momento em que essa célula é ativada, 

acontecem remodelações nos nucleossomos, onde histonas são modificadas para que os genes sejam 

acessados. Neste momento, a principal marca epigenética é a H3K4me3. Após a célula voltar a um estado 

de repouso, parte da marca epigenética de sua ativação permanece, desta vez na forma de H3K4me1. 

Desta maneira, em uma situação de reestimulação, essa célula consegue acessar mais rapidamente os 

genes, produzindo-os de maneira mais rápida e robusta. Adaptado de Mulder et al., 2019. 

 

Ao que diz respeito à duração deste tipo de memória, diferentemente da memória 

desenvolvida pelo sistema imune adaptativo, que confere uma proteção de longa 

duração, a imunidade treinada confere uma proteção de curta duração. Ainda não se 

sabe ao certo o tempo que esses estímulos permanecem surtindo efeito, porém estudos 

já relataram efeitos de alguns meses a um ano (Kleinnijenhuis et al. 2012; Quintin et 

al., 2012; Ciarlo et al., 2020). Apesar de monócitos terem um tempo de vida curto para 

que estes efeitos fossem vistos por longos períodos de tempo, indivíduos vacinados com 

BCG apresentaram monócitos treinados na circulação após 3 meses da administração. 

Estes achados implicam que os efeitos da imunidade treinada também ocorrem na 

medula óssea estimulando progenitores mielóides, gerando monócitos em um estado já 

treinado (Kleinnijenhuis et al., 2012; Netea et al., 2016). Um estudo feito por Mitroulis 

e colaboradores (2018) demonstra claramente este efeito na medula óssea, onde foram 
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observadas uma maior quantidade de progenitores multipotentes e células-tronco de 

longo prazo após a administração de β-glucana. 

Diante disto, o uso da imunidade treinada como alternativa terapêutica contra 

doenças infecciosas e inflamatórias é um assunto que está sendo amplamente estudado, 

além de seu possível papel em doenças autoimunes e neurodegenerativas. O estudo 

acerca dos mecanismos da imunidade treinada e seu potencial terapêutico pode levar ao 

desenvolvimento de novas gerações de vacinas que combinem memória imune inata e 

adaptativa, de novas estratégias de tratamento em doenças como câncer e sepse e  para 

o entendimento das consequências deletérias desse processo em certas doenças (Netea 

et al., 2020). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Diante do que foi abordado na introdução, há uma preocupação crescente com o 

aumento do número de casos de esporotricose no estado do Rio de Janeiro e adjacências. O 

tratamento da esporotricose humana e felina, que pode levar meses para ser concluído, eleva 

seu custo e consequentemente causa o abandono do uso das terapias indicadas, levando em 

consideração que os mais atingidos são indivíduos de classe baixa. Além disso, devido ao 

mesmo motivo, o abandono de animais infectados também é uma realidade. Este atual 

cenário pode contribuir ainda mais para a situação de epidemia e endemia da região, pois o 

animal infectado poderá continuar transmitindo para outros animais, perpetuando também 

o ciclo de transmissão zoonótica. Desta maneira, se torna necessário o desenvolvimento de 

terapias alternativas para o tratamento da doença a fim de diminuir o tempo do tratamento 

e a situação de epidemia do estado. Neste contexto, a imunidade treinada poderia ser uma 

alternativa adjuvante ao tratamento e até mesmo possuir um efeito na prevenção da doença 

através da contenção mais eficiente da carga fúngica, como demonstrado em estudos nos 

últimos anos. Tomando como base a literatura, nossa hipótese é que macrófagos podem ser 

treinados e esse processo beneficiaria o hospedeiro na contenção da esporotricose. Além 

dos motivos descritos acima, nosso trabalho também poderá enriquecer a literatura acerca 

do estudo da imunidade treinada como tratamento e profilaxia de doenças infecciosas.  
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3 OBJETIVO 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Estudar o papel da imunidade treinada no modelo de esporotricose experimental e 

o papel de macrófagos nesse contexto. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

• Investigar o efeito microbicida e a produção de citocinas in vitro por macrófagos 

peritoneais e derivados da medula treinados in vivo; 

• Analisar o efeito da β-glucana no modelo de esporotricose experimental murino. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos ou fêmeas, que ficaram mantidos 

no biotério localizado no Laboratório de Inflamação e Imunidade pertencente ao 

Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da Universidade Federal do Rio de Janeiro 

(UFRJ). Todos os animais foram mantidos em microisoladores previamente 

esterilizados, à temperatura constante de 25ºC, com ciclos de 12 horas luz/escuridão e 

acesso livre à água e ração. Os experimentos foram realizados de acordo com os 

procedimentos indicados pelo Comitê de Ética Para Uso de Animais (CEUA) do Centro 

de Ciências da Saúde da UFRJ (protocolo 106/22). 

 

4.2 Cultura de Sporothrix brasiliensis 

A cepa S. brasiliensis ATCC 5110 foi utilizada para todos os experimentos. Para a 

obtenção de conídios, o fungo foi cultivado em ágar Sabouraud à temperatura ambiente 

por 5 dias. Os conídios foram coletados a partir da adição de 5 mL de PBS Tween 0,05% 

e subsequente raspagem da superfície do meio utilizando Cell Scraper. O volume 

coletado foi passado por um filtro de nylon de 40 μM durante a passagem para um tubo 

cônico de 50 ml utilizando pipeta volumétrica. O coletado foi dividido em epperdorfs 

de 1,5 mL e centrifugados a 13000 RPM por 5 minutos. Após a primeira centrifugação, 

o sobrenadante foi descartado e os pellets foram suspendidos em 1 mL de PBS, de forma 

que ao final todos os pellets fossem suspendidos juntos em apenas um eppendorf. Foram 

feitas mais 2 lavagens e suspensões com PBS. Após as lavagens, foi feita a contagem 

de conídios na câmara de Neubauer para a quantificação de conídios/mL.  

Para a obtenção das leveduras, o fungo foi cultivado em 10 mL de meio líquido 

Brain Heart Infusion (BHI) à 37ºC por 72h em tubos cônicos de 50 ml a 150 RPM. 

Quando necessário, a cultura foi passada diversas vezes em uma agulha de 27,5G e 

centrifugada por 2 min a 100 g para remover hifas. Após esse processo, foi feita a 

centrifugação da cultura e as lavagens, como descrito anteriormente, para posterior 

contagem.  

 

4.3 Imunidade treinada no modelo murino de esporotricose 

Para avaliar o efeito da imunidade no desenvolvimento da esporotricose, animais 

foram pré-tratados com duas formas diferentes de β-glucana: Curdlana (InvivoGen) ou 



20 

 

Beta Glucan Peptide (BGP, InvivoGen). Animais que foram pré-tratados com curdlana 

receberam 2 injeções intraperitoneais contendo 1 mg em 500 µL, sendo a primeira 7 

dias antes da infecção e a segunda, 3 dias antes. Para a análise com BGP, animais foram 

pré-tratados com uma injeção intraperitoneal contendo 1 mg em 500 µL 7 dias antes da 

infecção. Além do protocolo de treinamento através da via intraperitoneal, animais 

também receberam uma injeção local de 200 µL contendo 1 mg de BGP na região dorsal 

sacral a fim de avaliar o efeito local do treinamento no desenvolvimento da doença. 

Independentemente da via de treinamentos, 7 dias após a primeira injeção das β-

glucanas, os camundongos foram infectados por injeção subcutânea com 107 conídios 

em 200 µL de PBS na região dorsal sacral. Os animais foram acompanhados por um 

período de 35 dias após a infecção, onde foram medidas as lesões cutâneas e avaliada a 

disseminação da infecção pela formação de nódulos na cauda e lesões macroscópicas 

no fígado e baço. As amostras destes tecidos foram coletadas para a quantificação de 

Unidades Formadoras de Colônias (UFC). 

 

4.4 Análise quantitativa da disseminação da infecção 

Para a análise quantitativa da infecção foram coletados o fígado, baço e a pele da 

região de inoculação do fungo aos 14 e 35 dias. Os órgãos foram colocados em 

eppendorfs contendo PBS para posterior maceração. Em placa de 96 poços, foram 

adicionados 20 uL da amostra que foi macerada em 180 uL de PBS para a realização de 

diluição seriada até 1:100.000 (10-1, 10-2, 10-3, 10-4 e 10-5). O plaqueamento foi feito em 

ágar Sabouraud através da técnica de Drop Plate, onde pipetamos 10 µL em triplicata 

de cada poço. Após o plaqueamento, as placas foram mantidas à temperatura ambiente 

por 3 dias e foi feita a contagem das colônias para o cálculo de UFC por tecido. 

 

4.5 Tratamento in vivo com β-glucanas 

O treinamento in vivo de macrófagos peritoneais foi induzido a partir da injeção 

intraperitoneal de β-glucanas. Para os experimentos com curdlana (InvivoGen), os 

animais foram injetados 2 vezes com 1 mg diluído em 500 µL de PBS com intervalo de 

3 dias e as células foram coletadas 7 dias após a primeira injeção. Para os experimentos 

com BGP (Beta-glucan peptide, InvivoGen), os animais foram injetados 1 vez com 1 

mg diluído em 500 µL de PBS e as células foram coletadas após 7 dias. Animais 

controle receberam, pela mesma via, 500 µL de PBS. Após esses estímulos, os animais 

foram eutanasiados para coleta de macrófagos peritoneais (MPs) e da medula óssea para 
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obtenção dos progenitores mielóides, que foram diferenciados em macrófagos 

(macrófagos derivados de medula, MDMs). 

Os protocolos de injeção de β-glucanas descritos acima foram usados nos 

experimentos para avaliar o efeito da imunidade treinada na fisiopatologia do nosso 

modelo de esporotricose murino. Adicionalmente, animais também receberam uma 

injeção subcutânea de 200 µL de PBS contendo 1 mg de BGP na região dorsal sacral 

(mesmo local da inoculação do fungo) para posterior infecção a fim de avaliar o efeito 

local do treinamento no desenvolvimento da doença. O grupo controle desse 

experimento foi injetado da mesma forma com 200 µL de PBS. 

 

4.6 Cultura de células treinadas 

Os macrófagos peritoneais (MPs)foram coletados através do lavado peritonealcom 

5 mL de meio de cultura RPMI gelado inserido na cavidade peritoneal e extraído após 

massagem da região. Os MPs coletados foram dispostos em tubos cônicos de 15 mL e 

centrifugados a 400g por 5 minutos a 4ºC. Em seguida, foram suspendidos em 2 mL de 

meio RPMI com 10% de soro fetal bovino (SFB) para a contagem e o plaqueamento 

das células. Em uma placa de 96 poços foram plaqueadas 2x105 células por poço para 

a realização dos experimentos de killing (ensaio de eliminação de S. brasiliensis por 

macrófagos treinados, descrito no tópido 4.7) e da produção das citocinas pró-

inflamatórias TNF e IL-6 (descrito no tópico 4.8). 

A obtenção dos MDMs foi feita paralelamente à coleta dos MPs. Para isso, foram 

coletados os fêmures e as tíbias dos animais. As extremidades proximal e distal dos 

ossos foram seccionadas a fim de desobstruir o canal necessário para ser feita a lavagem 

com seringas contendo 3 mL de meio RPMI, sendo o tecido coletado despejado em 

tubos cônicos de 15 mL. Após a lavagem, foi feita a homogeinização do tecido 

utilizando pipetador. Em seguida, foi realizada a contagem das células totais para o 

plaqueamento de 5x106 células por placa de petri [placas optilux não tratadas para 

cultivo de células, Becton Dickinson (BD)].  A diferenciação dos progenitores 

mielóides foi induzida em 10 mL de meio de diferenciação, que consiste em meio RPMI 

contendo 10% de SFB e 20% de meio condicionado de células L929, além de penicilina 

e estreptomicina. As placas, em seguida, foram mantidas em estufa à 37ºC com 

atmosfera de 5% de CO2. Após 3 dias, foi adicionado mais 10 mL do meio descrito 

anteriormente e após mais 4 dias, o sobrenadante das placas foi descartado a fim de 

utilizarmos apenas as células aderentes. As placas foram incubadas com 5 ml de RPMI 
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gelado por 10 minutos a 4°C para facilitar a liberação dos macrófagos com o auxílio de 

uma micropipeta de 1 ml. Os macrófagos coletados foram dispostos em tubos cônicos 

de 15 mL, que foram centrifugados a 400g por 5 minutos a 4ºC. Após a centrifugação, 

as células foram contadas e plaqueadas (2x105 céls/poço) em placa de 96 poços para os 

mesmos experimentos descritos para os MPs. 

 

4.7 Ensaio de eliminação de S. brasiliensis por macrófagos treinados 

Após o plaqueamento dos macrófagos, os mesmos foram estimulados com conídios 

de S. brasiliensis com a MOI (do inglês, multiplicity of infection) de 0,1 fungos por 

macrófagos. Para determinar o valor absoluto de fungos, foram dispostos poços sem a 

adição dos macrófagos. Após a realização da cultura de interação, as placas foram 

centrifugadas a 300g por 5 min antes de serem mantidas por 6 horas em estufa a 37ºC 

em atmosfera de 5% de CO2. Após esse tempo, o sobrenadante foi coletado e 

armazenado somente para adiconarmos 50 µL de água MilliQ por 10 minutos nos poços 

a fim de lisar os macrófagos para a contagem de fungos totais. Após os 10 minutos, o 

sobrenadante e o lisado celular foram misturados. Em uma nova placa de 96 poços, 

foram realizadas as diluições seriadas até 1:100.000 (10-1, 10-2, 10-3, 10-4 e 10-5). O 

plaqueamento das amostras foi feito como descrito no item 4.4. O cálculo de eliminação 

dos fungos foi realizado a partir do valor absoluto de UFC dos poços sem macrófagos 

e a fórmula utilizada foi [𝟏 − (𝑨/𝑩)]𝒙𝟏𝟎𝟎, onde a letra A representa a quantidade total 

de fungos do poço com macrófagos e B a quantidade de fungos do poço sem 

macrófagos. O resultado foi apresentado como % de eliminação do fungo. 

 

4.8 Análise da produção de citocinas por macrófagos treinados 

Após o plaqueamento dos macrófagos, foram adicionados diferentes estímulos: 

duas concentrações de LPS (10 ng/mL) como controle positivo da resposta de células 

treinadas e três MOIs de conídios ou leveduras de S. brasiliensis (1, 3 e 10). Após a 

adição dos estímulos, as placas foram mantidas por 6 horas em estufa à 37ºC em 

atmosfera de 5% de CO2. Após este período, o sobrenadante foi coletado para 

realização da técnica de ELISA tipo sanduíche. As citocinas analisadas foram TNF e 

IL-6 e os kits para dosagem da Peprotech. O ensaio foi feito de acordo com as instruções 

do fabricante e a quantificação obtida através da leitura de densidade óptica. 
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4.9 Análise estatística 

Os resultados foram apresentados como média ± SEM e as diferenças estatísticas 

avaliadas através do Teste T de Student (p < 0.05). As análises foram feitas através do 

programa GraphPad Prism 9.0. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Produção de citocinas por macrófagos peritoneais e derivados de medula 

treinados in vivo 

Segundo dados da literatura, β-glucanas são capazes de induzir a imunidade treinada 

tornando monócitos/macrófagos capazes de produzirem maiores quantidades de 

citocinas pró-inflamatórias após sua administração (Quintin et al, 2012). Esse efeito 

pode ser visto tanto localmente, como, por exemplo, em macrófagos peritoneais após a 

administração de injeção intraperitoneal, quanto de maneira sistêmica, atingindo a 

medula óssea e estimulando um aumento no número de progenitores mieloides comuns 

e liberando monócitos na corrente sanguínea em um estado pré-treinado (Ciarlo et al., 

2020; Ding et al., 2022). Neste trabalho, utilizamos dois tipos comerciais de β-glucanas: 

curdlana, que é uma β-1,3-glucana, insolúvel e particulada e a BGP, uma molécula 

solúvel, devido a ligação de β-(1,3→1,4→1,6)-glucana a um peptídeo. A partir disso, 

nos perguntamos se MPs e MDMs de animais que receberam injeções de curdlana ou 

BGP na cavidade peritoneal demonstrariam uma maior produção de citocinas em 

resposta a estímulos secundários ex vivo. O protocolo seguido para o tratamento com 

curdlana está exemplificado na Figura 8. Em nossos experimentos, o LPS foi utilizado 

como controle positivo da imunidade treinada, visto que em inúmeros trabalhos da 

literatura é utilizado para tal finalidade.  

 

Figura 8. Protocolo de tratamento com curdlana para treinamento de células inatas. Camundongos 

C57BL/6 receberam duas injeções intraperitoneais (dias 1 e 3) com 1 mg de curdlana em 500 µL de PBS. 

No dia 7, foi realizado o lavado intraperitoneal a fim de coletar os macrófagos para posterior análises. 

Paralelamente a isso, também foi coletada a medula óssea dos animais. As células provenientes da medula 

foram plaqueadas para diferenciação durante 6 dias e estimuladas para a análises da resposta inflamatória. 

Legenda: Macrófagos (MΦ). Criado em BioRender.com. 
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A Figura 9 demonstra a produção de citocinas por MPs de animais injetados ou não 

com curdlana na cavidade peritoneal em resposta ao LPS e a diferentes MOIs de 

conídios de S. brasiliensis (1:1, 3:1 e 10:1). Neste tipo celular, a produção de TNF foi 

significativamente maior nas células dos animais que receberam curdlana nos estímulos 

com LPS e nos MOIs 1 e 3, mas não no MOI 10 (Fig. 9A). Níveis mais altos também 

foram vistos quando analisamos a produção de IL-6 nas células de animais treinados 

comparados a de animais controle, apresentando uma maior quantidade da citocina em 

todos os MOIs testados (Fig. 9B).  

 

C
ontr

ole
LP

S
1:

1
3:

1
10

:1

C
ontr

ole
LP

S
1:

1
3:

1
10

:1

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

TNF (MPs)

p
g

/m
L

** *

*

C
ontr

ole
LP

S
1:

1
3:

1
10

:1

C
ontr

ole
LP

S
1:

1
3:

1
10

:1

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

IL-6 (MPs)

p
g

/m
L

PBS

Curdlana

**

** **

p=0,065

BA

 

Figura 9. Produção das citocinas pró-inflamatórias TNF e IL-6 por macrófagos peritoneais de 

camundongos tratados ou não com curdlana. Macrófagos peritoneais foram plaqueados em placa de 

96 poços para os estímulos com LPS (10ng/mL) e três MOIs de conídio (1, 3 e 10) de S. brasiliensis. O 

sobrenadante foi coletado 6h após os estímulos para a dosagem de A) TNF e B) IL-6 através da técnica 

de ELISA. Legenda: lipopolissacarídeo (LPS); Macróafagos peritoneais (MPs). A análise estatística foi 

feita com teste t de student não-pareado, p<0,05. (*): p<0,05; (**): p<0,005. 

 

Para observar os efeitos sistêmicos da curdlana, MDMs também foram estimulados. 

Não observamos diferenças significativas na produção de TNF nem de IL-6 entre as 

condições frente aos estímulos utilizados (Figura 10A-B). Estes resultados sugerem que 

o tratamento com curdlana induziu o treinamento de macrófagos locais, porém não 

afetou a biologia de progenitores mieloides da medula óssea, pois não foi observado o 

mesmo efeito em macrófagos derivados dessas células. 
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Figura 10. Produção das citocinas pró-inflamatórias TNF e IL-6 por macrófagos derivados de 

medula de camundongos tratados ou não com curdlana. Macrófagos derivados de medula foram 

plaqueados em placa de 96 poços para os estímulos com LPS (10ng/mL) e três MOIs de conídio (1, 3 e 

10) de S. brasiliensis. O sobrenadante foi coletado 6h após os estímulos para a dosagem de A) TNF e B) 

IL-6 através da técnica de ELISA. Legenda: lipopolissacarídeo (LPS); Macrófagos derivados de Medula 

(MDMs). A análise estatística foi feita com teste t de student não-pareado, p<0,05.  

Em relação ao uso da BGP como método de indução da imunidade treinada, o 

protocolo que pode ser visualizado na Figura 11 foi seguido. As análises pós-

tratamentos seguiram o mesmo padrão do protocolo do tratamento com curdlana. 

Porém, para os experimentos com BGP, os animais receberam apenas uma injeção 

intraperitoneal. 

 

Figura 11. Protocolo de tratamento com BGP para treinamento de células inatas. Camundongos 

C57BL/6 receberam uma injeção intraperitoneal com 1 mg de BGP em 500 µL de PBS. No dia 7, foi 

realizado o lavado intraperitoneal a fim de coletar os macrófagos para posterior análises. Paralelamente a 

isso, também foi coletada a medula óssea dos animais. As células provenientes da medula foram 

plaqueadas para diferenciação durante 6 dias e estimuladas para a análises da resposta inflamatória. 

Legenda: Macrófagos (MΦ). Criado em BioRender.com. 
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MPs de animais injetados com BPG demonstraram uma capacidade maior do que 

os MPs dos animais controles em produzirem TNF em resposta ao LPS e aos conídios 

nas diferentes MOI utilizadas (Fig. 12A). Diante das leveduras, as células produziram 

quantidades muito baixas de citocinas e não houve diferença entre os grupos. No que 

diz respeito aos MDMs, não foi observada nenhuma diferença na produção de TNF 

entre os dois grupos, incluindo o estímulo com LPS (Fig. 12B). Juntos, estes resultados 

indicam que a BGP induziu a imunidade treinada somente de maneira local, já que os 

MDMs não apresentaram diferenças na produção de citocinas como os MPs.  
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Figura 12. Produção de TNF por macráfagos peritoneais e de medula tratados ou não com BGP. 

Macrófagos peritoneais e derivados de medula foram plaqueados em placa de 96 poços para os estimulos 

com LPS (10ng/mL) e três MOIs de conídio ou levedura (1, 3 e 10) de S. brasiliensis. O sobrenadante foi 

coletado 6h após os estímulos para a dosagem de TNF através da técnica de ELISA. Legenda: 

lipopolissacarídeo (LPS); Macrófagos peritoneais (MPs); Macrófagos derivados de medula (MDMs); 

Conídio (Con); Levedura (Lev). A análise estatística foi feita com teste t de student não-pareado, p<0,05. 
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5.2 Capacidade de macrófagos treinados em eliminar S. brasiliensis 

Como a imunidade treinada aumenta a resistência de camundongos e de seres 

humanos contra doenças infecciosas e pode aumentar a eliminação fúngica pelos 

macrófagos (Quintin et al., 2012; Arts et al., 2018), procuramos analisar também a 

capacidade fungicida contra o S. brasiliensis. Para isso, macrófagos foram incubados 

com conídios como descrito no item 4.8. O gráfico mostrado a seguir (Figura 13A) é a 

junção de dois experimentos individuais que totalizam 3 animais por grupo. Os MPs de 

animais tratados com curdlana apresentaram um maior índice de eliminação em 

comparação aos animais controles (Fig. 13A). Não houve significância estatística entre 

as condições pois a diferença na capacidade fungicida dos macrófagos entre os dois 

experimentos foi muito grande, porém a tendência em ambos permaneceu a mesma. No 

primeiro experimento, macrófagos treinados eliminaram 95% dos conídios contra 57% 

pelas células controle. No segundo experimento, a média na eliminação dos fungos 

aumentou de 13% para 33% devido ao estímulo com curdlana. Quando os animais 

receberam BGP como método de treinamento, os MPs demonstraram uma maior 

capacidade de eliminação do fungo em comparação com o grupo controle (Fig. 13B). 

Com isso, os resultados demonstram que o treinamento com β-glucana pode aumentar 

a ação de mecanismos microbicidas de macrófagos, embora não saibamos qual 

mecanismo está envolvido no efeito observado. 
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Figura 13. Capacidade de killing de macrófagos peritoneais de animais tratados com curdlana ou 

BGP ou não. Macrófagos peritoneais treinados ou não com as β-glucanas foram incubados por 6h com 

MOI 0,1 de conídios de S. brasiliensis. A) Killing por macrófagos treinados ou não com curdlana. O 

gráfico demonstra a junção de dois experimentos independentes (n=3). B) Killing por macrófagos 

treinados ou não com BGP. O gráfico demonstra o resultado de um experimento único (n=3). A análise 

estatística foi feita com teste t de student não-pareado, p<0,05. Legenda: Macrófagos peritoneais (MPs) 

e β-glucan peptide (BGP). (*): p<0,05. 
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5.3 Análise do desenvolvimento de lesões e disseminação da doença após 

administração de β-glucana 

      De acordo com a literatura, a indução da imunidade treinada torna os hospedeiros 

mais resistentes a doenças infecciosas (Wout et al., 1992; Ciarlo et al., 2012; Stothers 

et al., 2021). Para averiguar esse efeito durante o desenvolvimento da esporotricose, 

animais receberam injeções das β-glucanas segundo o protocolo mostrado na Figura 14 

e como descrito anteriormente nos itens 4.3 e 4.4. As análises das lesões foram avaliadas 

semanalmente por 35 dias (Figura 14).  

 

Figura 14. Protocolo de treinamento in vivo para análise do efeito das β-glucanas no 

desenvolvimento da esporotricose experimental. Animais receberam injeções de curdlana ou BGP, 

como indicicado na figura. Após 7 dias, os animais foram infectados com 107 conídios de S. brasiliensis 

na região dorsal sacral. As análises da evolução das lesões foram feitas semanalmente até 35 dias pós 

infecção e as análises de disseminação foram feitas aos 14 e 35 dias pós infecção. A análise estatística foi 

feita com teste t de student não-pareado, p<0,05. 

 

No experimento utilizando curdlana, foi possível observar uma tendência de 

lesões menores nos animais tratados com curdlana após 7 e 14 dias de infecção. Porém, 

não há diferença significativa entre as condições em nenhum período da infecção (Fig. 

15A). Este resultado não foi esclarecedor acerca do efeito da curdlana no 

desenvolvimento da esporotricose e o experimento precisa ser repetido. Quando 

utilizamos BGP como método de indução da imunidade treinada, foi possível observar 

que animais tratados com BGP apresentaram lesões significativamente menores até o 

7º dpi (Fig. 15B). Aos 14, 21, 28 e 35 dpi o tamanho das lesões em ambos os grupos se 

assemelharam (Fig. 15B). Estes resultados indicam que a BGP retardou o 

desenvolvimento das lesões em pelo menos uma semana. 
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Figura 15. Análise do efeito da administração das β-glucanas no desenvolvimento de lesões. Animais 

receberam via intraperitoneal 1 mg de curdlana ou BGP e após 7 dias foram infectados com 107 conídios 

de S. brasiliensis. A avalição das lesões foi feita semanalmente. A) Tamanho das lesões de animais que 

receberam curdlana (n=7) ou não (n=6). B) Tamanho das lesões de animais que receberam BGP (n=12) 

ou não (n=12). Em ambos os experimentos, animais precisaram ser eutanasiados para a determinação da 

quantidade de fungos em alguns órgãos. Devido a isso, o número de animais diminui a partir do dia 21. 

A análise estatística foi feita com teste t de student não-pareado, p<0,05. (*): p<0,05. 

 

Para visualizar melhor o efeito das β-glucanas, organizamos gráficos de análises 

pareadas e construímos gráficos apenas com animais que tiveram suas lesões avaliadas 

durante 35 dias, já que parte dos animais foi eutanasiada após 14 dias de infecção para 

contagem de UFCs. Nas figuras 16A e 16B a tendência de atraso no surgimento das 

lesões fica mais evidente. Enquanto no experimento com curdlana 3 animais 

apresentaram lesões bem menores do que as dos animais controles, a maioria dos 

animais injetadas com BGP não apresentou lesões. Em seguida é possível observar uma 

mudança no tempo de crescimento das lesões, até o ponto em que se inicia a regressão. 
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Os animais dos grupos controles demonstraram que as lesões cresceram até o dia 14 

(linhas azuis e vermelhas) (Fig. 16C-D). Por outro lado, a maioria dos animais injetados 

com as β-glucanas apresentaram um perfil diferente, pois as lesões cresceram até o dia 

21 antes de regredirem (linhas pretas) (Fig. 16E-F). Nossa interpretação é de que o 

tratamento com β-glucanas atrasa o desenvolvimento das lesões, mas não impede a 

progressão que é similar aos dos grupos controles. 
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Figura 16. Análises pareadas de animais que receberam ou não as β-glucanas até o 35º dia pós 

infecção. Análise do tamanho das lesões de animais que seguiram até o final do experimento (35º dia). 

As cores indicam os experimentos feitos com as diferentes β-glucanas:  azul para curdlana e vermelho 

para BGP.  A-B) Tamanho das lesões dos animais aos 7 dias pós infecção. C-F) Análise pareada do 

tamanho das lesões dos animais que receberam ou não o tratamento, durante os 35 dias pós infecção Em 

seus respectivos gráficos, as linhas coloridas significam lesões crescidas até o 14º dia e linhas pretas 

significam lesões que cresceram até o 21º dia. A análise estatística foi feita com teste t de student não-

pareado, p<0,05.  
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As análises da quantidade de fungos de animais treinados ou não foram feitas 

através da determinação de UFC no tecido total do animal aos 14 e 35 dpi. Animais que 

receberam curdlana como método de treinamento demonstraram ter uma menor carga 

fúngica no fígado e baço até o 14º dia após a infecção em comparação aos animais do 

grupo controle (Fig. 17A). Isso pode ser observado pela ausência na detecção de UFC 

na maioria dos animais analisados. Além disso, apesar da pequena quantidade de 

animais analisada, é possível observar uma tendência na redução da quantidade de 

fungos na pele (Fig. 17A). Porém este efeito não se manteve até o final do experimento, 

visto que ao 35º dia após a infecção a carga fúngica entre ambas as condições ficou 

similar. Este resultado parece reforçar os resultados das medidas das lesões, sugerindo 

que a curdlana retarda o desenvolvimento da doença, mas um novo experimento com 

mais animais deve ser feito para confirmar essa ideia. 

Quando animais receberam BGP, observamos que animais treinados não foram 

capazes de controlar melhor a quantidade de fungos no sítio primário da infecção até o 

14º dia (Fig. 17B). Além disso, a maioria dos animais de ambos os grupos não 

apresentaram disseminação da infecção nesse experimento, impedindo a análise desse 

parâmetro. Aos 35 dias após a infecção, os animais que receberam BGP apresentaram 

alta disseminação para o baço, ao contrário dos animais do grupo controle onde não 

detectamos UFCs (Fig. 17B). Por outro lado, a detecção e contagem de UFCs nos outros 

tecidos foi similar. Juntos, os resultados das lesões e contagem de UFCs não foram 

esclarecedores acerca do efeito da BGP, administrada pela via intraperitoneal. 
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Figura 17. Determinação da quantidade de fungo nos órgãos de animais tratados com β-glucanas 

ou não. Após a coleta dos órgãos, foi realizada a dilução seriada das amostras e em seguida plaqueadas 

para a determinação da UFC/Tecido em ágar Sabouraud. A) Determinação da UFC na pele (sítio primário 

da inoculação), baço e fígado de animais tratados ou não com curdlana. B) Determinação da UFC na pele, 

baço e fígado de animais tratados ou não com BGP. A análise estatística foi feita com teste t de student 

não-pareado, p<0,05. 

 

Até então, conseguimos notar que ambas as β-glucanas demonstraram efeito 

localmente e não foram suficientes para desencadear uma resposta sistêmica de modo a 

causar efeito em macrófagos derivados da medula. Além disso, os protocolos de 

treinamento não foram capazes de impedir o desenvolvimento e a progressão das lesões, 

embora tenham retardado esse aspecto do modelo. Como a BGP é solúvel e apresentou 

um efeito local significativo em MPs, decidimos testar os efeitos da administração 
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subcutânea da molécula. Para isso, animais receberam uma injeção subcutânea, na 

mesma região onde é realizada a inoculação dos conídios de S. brasiliensis – uma 

semana antes de serem infectados. Animais tratados com BGP apresentaram lesões 

menores em comparação com os animais controle aos 14 e 21 dpi (Fig. 18). Juntos, os 

resultados descritos até aqui sugerem que a injeção local de BGP tem um efeito protetor 

maior contra o desenvolvimento das lesões cutâneas quando comparado à injeção 

peritoneal. Por outro lado, quando analisamos a disseminação da doença e quantidade 

de fungo no sítio primário de infecção, não notamos nenhuma diferença significativa 

entre os grupos aos 14 dpi (Fig. 19). 
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Figura 18. Análise do efeito da administração de BGP local no desenvolvimento de lesões. Animais 

receberam 1 mg de BGP em 200 µL de PBS na região dorsal sacral. A infecção dos animais foi realizada 

com a injeção de 107 conídios em 200 µL PBS 7 dias depois, no mesmo local do pré-tratamento. A análise 

estatística foi feita com teste t de student não-pareado, p<0,05. (*): p<0,05. 
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Figura 19. Determinação da quantidade de fungo nos órgãos de animais tratados com BGP subcutânea 

ou não. Após a coleta dos órgãos aos 14 e 35 dias pós infecção, foi realizada a dilução seriada das amostras e 

em seguida plaqueadas para a determinação da UFC/Tecido em ágar Sabouraud. A análise estatística foi feita 

com teste t de student não-pareado, p<0,05. Legenda: Dias pós infecção (DPI); Beta-glucan peptide (BGP). 
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6  DISCUSSÃO 

 

Os fungos são organismos ambientais e, originalmente, não evoluiram como patógenos, 

e sim como decompositores. Devido a isso, a grande maioria dos fungos não possuem 

mecanismos de virulência. Dentre as estimadas 5 milhões de espécies, pouquíssimas são 

consideradas patógenos primários capazes de causar doença em seres humanos 

imunocompetentes, estando Sporothrix spp. entre elas. A esporotricose tem se tornado um 

problema de saúde no Rio de Janeiro desde 1998, quando se iniciou a epidemia que 

posteriormente levou ao cenário hiperendêmico que vemos nos dias de hoje. Devido ao seu 

elevado tempo de tratamento, o controle da esporotricose animal é difícil. Além disso, 

vacinas contra doenças fúngicas não são tão atraentes para empresas farmacêuticas, já que 

essas doenças atingem majoritariamente uma parcela pequena da população – os pacientes 

que têm o sistema imune comprometido. Porém, os fungos do gênero Sporothrix – em 

especial a espécie S. brasiliensis, que, em geral, apresenta maior quantidade de cepas mais 

virulentas do que de outras espécies do gênero – são patógenos primários que atingem 

indivíduos imunocompetentes e somando-se a isso, o fato de ser uma zoonose relacionada 

à animais que apresentam contato direto com o ser humano no cotidiano pode atribuir à 

doença um apelo maior do que normalmente se vê em uma doença fúngica. Com casos de 

esporotricose se espalhando para outros municípios, a doença tende a atingir mais animais 

e seres humanos se não for controlada, tornando-se um problema emergencial de saúde. 

Diante disto, buscar uma nova terapia de controle e tratamento é necessário. Neste contexto, 

a imunidade treinada pode ter um efeito importante na contenção das doenças fúngicas, 

auxiliando no tratamento e na prevenção, tendo em vista que a imunidade celular tem papel 

principal na proteção do hospedeiro contra patógenos fúngicos (Erwig & Gow, 2016).  

Em nossos experimentos in vitro pudemos observar claramente o efeito do treinamento 

em macrófagos de animais que receberam curdlana e BGP. Porém apenas os MPs 

demonstraram terem passado pelo treinamento, ao modo que MDMs não produziram 

maiores quantidades de citocinas frente aos estímulos, especialmente em resposta aos 

conídios. Segundo estudos, algumas populações de macrófagos como MDMs não são tão 

responsivos a fungos. Essa população não apresenta uma produção significativa de citocinas 

pró-inflamatórias em resposta à β-glucanas, por exemplo – uma das moléculas mais 

presentes na parede celular fúngica – estando associada a uma forma de mecanismo de 

controle da resposta inflamatória (Rosas et al., 2015). Esses achados podem explicar a baixa 

produção de citocinas por MDMs em comparação com MPs, principalmente IL-6, em 
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resposta aos conídios de S. brasiliensis. Vale a pena ressaltar que em trabalhos publicados 

na literatura, a administração de β-glucana leva à reprogramação dos progenitores mieloides 

e, consequentemente, às características de células treinadas (Mitroulis et al., 2018; Ding et 

al., 2023), o que não observamos em nosso trabalho. Acerca disso, existem discussões sobre 

a funcionalidade de diferentes β-glucanas e de diferentes efeitos observados, estando essas 

alterações associadas ao tamanho e o peso molecular, a solubilidade, a ramificação e a 

origem da molécula (Quintin, 2019; Castro, Calder & Roche, 2021). Até o momento não 

temos uma explicação do porquê não termos conseguido reproduzir este efeito, tendo em 

vista que existem trabalhos na literatura que utilizam tanto BGP quanto outras β-glucanas 

particuladas, como WGP e zymosan (Mitroulis et al., 2018; Ciarlo et al., 2020; Ding et al., 

2023). 

Ainda em nossos experimentos in vitro, também foi analisado a resposta de macrófagos 

às diferentes morfologias de S. brasiliensis: seus conídios e leveduras. É bastante conhecido 

na literatura que as diferenças na parede celular fúngica podem causar diferentes respostas 

pelas células do sistema imune. Essa diferença pode ocorrer entre diferentes espécies ou 

também em uma mesma espécie que transite em diferentes morfologias, como acontece em 

fungos dimórficos. Como Sporothrix é um fungo dimórfico, os conídios – que são 

produzidos por estruturas de reprodução em suas hifas – e as leveduras podem possuir 

diferenças na parede celular, impactando na produção de citocinas. Uma molécula 

importante para o reconhecimento fúngico pelos fagócitos é a β-1,3-glucana, que pode ser 

mascarada por outras moléculas, dificultando seu reconhecimento (Erwig e Gow, 2016). 

Em nossos experimentos utilizando conídios e leveduras de S. brasiliensis foi observado 

que os conídios induziram níveis mais altos de TNF pelos macrófagos peritoneais, enquanto 

as leveduras induziram muito pouco. De acordo com Martínez-Álvarez e colaboradores 

(2017), os conídios e leveduras de S. brasiliensis possuem diferenças na conformação de 

suas respectivas paredes celulares. Uma dessas diferenças é que os conídios parecem 

possuir a β-1,3-glucana exposta na superfície da parede celular, enquanto as leveduras 

parecem ter a β-1,3-glucana mascarada por outras moléculas. Além disso, as leveduras de 

S. schenckii demonstraram ter algumas moléculas como melanina, ácido siálico, ergosterol, 

entre outros, que dificultam seu reconhecimento (Ruiz-Baca et al., 2021). Essas diferenças 

podem facilitar o reconhecimento dos conídios e dificultar no caso das leveduras, levando 

a desigualdades na produção de citocinas, como observamos em nossos resultados. 

Os fagócitos possuem um papel importante na eliminação de Sporothrix. Dentre eles, o 

macrófago é a célula mais associada ao combate contra o patógeno (Ruiz-Baca et al., 2021). 
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Devido a isso, analisamos o efeito do tratamento com β-glucanas na eliminação de conídios 

por macrófagos treinados ou não. Nossos resultados demonstraram que MPs pré-tratados 

com as β-glucanas apresentaram uma maior capacidade microbicida contra conídios de S. 

brasiliensis. Poucos trabalhos na literatura demonstram a capacidade de killing de 

macrófagos in vitro após passarem pelo treinamento (Quintin et al., 2012). De acordo com 

a literatura, o treinamento com β-glucana não leva ao aumento da produção de ROS e NO 

em macrófagos, o que pode explicar a pequena diferença que vemos no killing (Bekkering 

et al., 2016; Dos Santos et al., 2019). Porém, o treinamento estimulado por β-glucana pode 

aumentar a expressão da citocina IL-32, que está associada com a indução da produção de 

peptídeos antimicrobianos (Dos Santos et al., 2019). Outro fato é que tanto conídios quanto 

leveduras parecem precisar de componentes do soro para uma fagocitose mais eficaz (Ruiz-

Baca et al., 2021). Será interessante investigar o mecanismo pelo qual o efeito observado 

em nosso trabalho ocorre, bem como o papel da opsonização na fagocitose desse 

microrganismo em nossas condições. Também pretendemos investigar a atividade 

microbicida de macrófagos treinados contra a forma de levedura do fungo. 

Como já abordado anteriormente, em nossos experimentos in vitro, observamos uma 

maior capacidade de produção das citocinas TNF e IL-6 nos macrófagos peritoneais e uma 

maior capacidade de killing. Embora tenhamos tido resultados positivos nos experimentos 

in vitro, não conseguimos observar um efeito tão claro do treinamento in vivo durante o 

desenvolvimento da esporotricose experimental murina. Aparentemente, animais que 

receberam o tratamento resistiram ao inóculo por mais tempo, tendo em vista que foi 

observado que demoraram mais que os animais controles para abrirem maiores lesões. O 

atraso das lesões corrobora com os resultados obtidos nos experimentos in vitro de killing, 

podendo ter o envolvimento de outros tipos celulares da imunidade inata que também 

podem passar pelo treinamento e que estão envolvidas na resposta contra a esporotricose, 

como neutrófilos e células NK (Kleinnijenhuis et al., 2014; Kalafati et al., 2023). Por não 

termos observado uma diferença significativa, devemos analisar estes dados levando em 

consideração dois fatos importantes: (1) o inóculo utilizado em nossos experimentos é alto 

(107 conídios), nos levando a pensar que talvez utilizando um inóculo menor, consigamos 

observar um efeito mais claro do treinamento já que em uma situação de infecção, 

dificilmente o hospedeiro receberá tamanha quantidade de fungo no momento de 

implantação e (2) a imunidade treinada age de maneira sistêmica e periférica, mas, em 

nossos resultados, não foi notado nenhum estímulo referente a células da medula óssea, 

indicando que o treinamento não foi suficiente para estimular os progenitores mielóides. 
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Levando isto em consideração, talvez a imunidade treinada tenha agido majoritariamente 

de maneira periférica, ajudando no controle dos fungos nos primeiros dias. Porém, sem 

novas células treinadas vindo da corrente sanguínea, o efeito pode não ter sido suficiente. 

Em relação ao efeito da curdlana e da BGP, precisamos de mais investigações, pois não 

observamos diferenças significativas na contagem de UFCs dos tecidos analisados. Além 

disso, S. brasiliensis é um patógeno que ainda não é muito bem caracterizado. Alguns 

trabalhos demonstram uma maior virulência em cepas de S. brasiliensis que ainda não é 

muito bem explicada (Mario et al., 2017; Batista-Duharte et al., 2018). A presença de algum 

mecanismo que iniba a ação de macrófagos – como alguns já mencionados anteriormente 

em S. schenckii – pode ser levado em consideração.  

Diante da observação de que apenas os macrófagos peritoneais demonstraram maior 

capacidade de produção de citocinas frente aos estímulos in vitro após o treinamento através 

da injeção intraperitoneal de curdlana e BGP, procuramos analisar se a injeção subcutânea 

local da BGP teria algum efeito no desenvolvimento das lesões e na contenção da 

disseminação da doença. Neste, observamos lesões menores e estagnadas em animais que 

receberam o BGP local. Porém, não notamos diferença na quantidade de UFCs nos tecidos 

analisados e novos experimentos serão necessários para entendermos de que forma o 

tratamento local contribui para limitar o desenvolvimento das lesões. 

Neutrófilos e Células NK também podem passar pelo fenômeno de treinamento, 

podendo ter um papel nos resultados do modelo in vivo realizado em nosso trabalho, já que 

também são células importantes para o combate contra Sporothrix (Ferreira et al., 2018; Lin 

et al., 2023). Os macrófagos são células amplamente estudadas na interação com Sporothrix 

spp., parecendo possuir um papel importante por fagocitar as leveduras e eliminá-las, além 

de estimular eficientemente o recrutamento de mais leucócitos para o sítio da infecção (Lin 

et al., 2023). Os neutrófilos, além de também estarem associados com a eliminação de 

Sporothrix, parecem estar envolvidos com a gravidade das lesões (Zhang et al., 2011). Além 

disso, estudos demonstram que as leveduras de S. schenkii são resistentes ao mecanismo de 

killing intracelular de neutrófilos (Schaffner et al., 1986). Diante disso, será interessante 

analisar se a imunidade treinada teria um efeito capaz de reverter estes achados em 

neutrófilos. Porém, primeiramente, analisamos o papel do treinamento em macrófagos. 

Futuramente pretendemos realizar experimentos de depleção de macrófagos para analisar o 

papel específico dos macrófagos nos resultados observados in vivo, a fim de avaliar se os 

efeitos são dependentes desse tipo celular. Para isso, utilizaremos clodronato para depletar 

os macrófagos dos animais e injetar macrófagos treinados in vitro.  
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O tratamento da esporotricose é realizado através da administração de antifúngicos, 

sendo o de primeira escolha o itraconazol. Caso o paciente não possa realizar o tratamento 

com este, as escolhas alternativas são principalmente fluconazol ou anfotericina B. Também 

pode ser administrado iodeto de potássio em paralelo ao tratamento com o antifúngico 

(Lopez-Bezerra et al., 2006). O tempo de tratamento pode variar conforme a gravidade da 

doença, podendo chegar a mais de 25 semanas e este, por ser bastante demorado, pode levar 

a desistências e abandonos – como já abordado anteriormente (Poester et al., 2022). Devido 

a isso, seria interessante estudar a imunidade treinada como um tratamento adjuvante. O 

itraconazol, especialmente, possui diversas interações com outros medicamentos, o que 

pode ser um problema para pessoas que fazem uso de outros medicamentos. Além disso, 

antifúngicos apresentam alta toxicidade para o hospedeiro (Orofino-Costa et al., 2017). Por 

isso, o uso da imunidade treinada como tratamento adjuvante pode ser interessante tanto 

para diminuir a dose diária de antifúngico quanto para acelerar o tratamento, dependendo 

do indivíduo e do grau da doença.  

Em suma, a imunidade treinada pode surtir efeitos benéficos na resistência do 

hospedeiro contra a esporotricose. No entanto, vale ressaltar que este é um campo da 

imunologia que ainda está sendo esclarecido. A resposta desencadeada pela imunidade 

treinada pode variar de acordo com o patógeno que está sendo estudado e com o estímulo 

que é utilizado para induzi-la. Portanto, mais estudos acerca da imunidade treinada e seu 

papel no desenvolvimento da esporotricose são necessários para um melhor entendimento 

acerca das possibilidades de tratamento adjuvante e prevenção da doença. 
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7 CONCLUSÕES 

 

• MPs apresentaram características de células treinadas, como observado a partir do 

aumento da produção de citocinas em resposta aos conídios de S. brasiliensis; 

• O nosso protocolo de indução de imunidade treinada não foi suficiente para modular 

os progenitores mielóides, já que os MDM não apresentaram uma maior produção 

de citocinas em resposta ao LPS ou ao S. brasiliensis; 

• A injeção das β-glucanas aumentou a atividade fungicida dos MPs; 

• O pré-tratamento com as β-glucanas pela via intraperitoneal indicou uma tendência 

a um atraso no desenvolvimento das lesões, mas não observamos diferença 

estatística significativa na maioria das análises do tamanho das lesões; 

• A administração local de BGP limitou o desenvolvimento das lesões e antecipou a 

resolução das feridas de forma significativa, embora não tenhamos observado 

redução na quantidade de fungos nos tecidos analisados; 

• Nossos dados sugerem que a imunidade treinada pode ser estudada como terapia 

adjuvante contra a esporotricose, mas novos experimentos são necessários para o 

melhor entendimento do efeito das β-glucanas. 
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