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APRESENTACAO

A colecao “Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos” é uma obra que tem como
foco principal a apresentagéo de trabalhos cientificos diversos que compde seus capitulos
relacionados aos microrganismos. O volume apresenta um compilado de 15 artigos
distribuidos em teméticas que abordam de forma categorizada e interdisciplinar trabalhos,
pesquisas, relatos de casos e/ou revisdes que transitam nas diversas areas de aplicagéo
da Microbiologia.

O objetivo central desta coletanea é apresentar de forma categorizada e clara
estudos desenvolvidos em diversas instituicbes de ensino e pesquisa do pais. Em todos
esses trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado a Bacteriologia, Micologia,
Parasitologia, Virologia, Imunologia Biotecnologia, Satude Publica e areas correlatas.

O avanco tecnolégico tem contribuido com inimeras pesquisas relacionadas a
biologia dos diversos microrganismos existentes, e consequentemente, esses estudos
podem auxiliar na prevengdo e no combate a patologias/doengcas que podem afetar a
saude humana e dos demais seres vivos.

Temas diversos e interessantes sdo deste modo, discutidos aqui com a proposta
de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres, doutores e todos aqueles
que de alguma forma se interessam pelas ciéncias bioldgicas e pelas ciéncias da saude
em seus aspectos microbioldgicos. Possuir um material que demonstre a aplicacdo dos
microrganismos em varias areas do conhecimento, de forma temporal e com dados
substanciais de regides especificas do pais tem sido relevante, bem como, abordar temas
atuais e de interesse direto da sociedade.

Este livro “Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos” apresenta uma teoria bem
fundamentada nos resultados praticos obtidos pelos diversos pesquisadores, professores
e académicos que arduamente desenvolveram seus estudos que aqui estdo apresentados
de maneira concisa e didatica. Sabemos o quéo importante é a divulgagao cientifica, por
isso evidenciamos também a estrutura da Atena Editora, que é capaz de oferecer uma
plataforma consolidada e confiavel, permitindo que esses pesquisadores exponham e
divulguem seus trabalhos.

Desejo a todos uma 6tima leitura.

Renan Monteiro do Nascimento
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RESUMO: A esporotricose caracteriza-se como
uma micose subcutdnea causada por fungos
dimérficos do género Sporothrix, capazes de
acometer o homem e uma grande variedade
de animais, dentre eles os felinos. A principio,
Sporothrix schenckii era a Unica espécie
conhecida como responsavel pela esporotricose.
Apds estudos genotipicos e fenotipicos de
isolados clinicos humanos e animais, verificou-se
alta variabilidade entre os isolados e estabeleceu-
se a existéncia de um Complexo Sporothrix.
Dentro deste, a maior causadora de surtos
epidémicos, justificada por uma maior viruléncia
e capacidade de evasao da resposta imune, € a
espécie Sporothrix brasiliensis. Nesse sentido
destaca-se a importancia de receptores Toll like-
2 (TLR-2) e Toll like-4 (TLR-4) na infecgéo por S.
brasiliensis. A investigacao da resposta imune in
vitro mostra a dependéncia dos receptores TLR-
2 e TLR-4 no desencadeamento da resposta
imune. Os ensaios in vivo mostram importancia
desses receptores no controle da infeccao e
dependéncia dos mesmos na produgdo de
citocinas, principalmente nos primeiros 14 dias
de infecgéo. Estudos que investiguem a utilizagéo
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de outras vias de sinalizagdo como mecanismos
compensatoérios, bem como, o sinergismo
desses receptores no contexto da infecgéo por S.
brasiliensis sdo fundamentais na compreenséo
da fisiopatologia dessa doenca.
PALAVRAS-CHAVE: Sporothrix brasiliensis,
imunologia, microbiologia.

IMMUNOLOGICAL ASPECTS OF
SPOROTHRICOSIS

ABSTRACT: Sporotrichosis is characterized as
a subcutaneous mycosis caused by dimorphic
fungi of the genus Sporothrix, capable of affecting
humans and a wide variety of animals, including
felines. At first, Sporothrix schenckii was the only
species known to be responsible for sporotrichosis.
After genotypic and phenotypic studies of human
and animal clinical isolates, there was high
variability between the isolates, and the existence
of a Sporothrix Complex was established. Within
this, the main cause of epidemic outbreaks,
justified by a greater virulence and ability to evade
the immune response, is the species Sporothrix
brasiliensis. In this sense, the importance of Toll
like-2 (TLR-2) and Toll like-4 (TLR-4) receptors
in S. brasiliensis infection is highlighted. The
investigation of the immune response in vitro
shows the dependence of TLR-2 and TLR-4
receptors in triggering the immune response. In
vivo tests show the importance of these receptors
in the control of infection and their dependence on
the production of cytokines, especially in the first
14 days of infection. Studies that investigate the
use of other signaling pathways as compensatory
mechanisms, as well as the synergism of these
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receptors in the context of infection by S. brasiliensis are fundamental in understanding the
pathophysiology of this disease
KEYWORDS: Sporothrix brasiliensis, immunology, microbiology.

11 INTRODUGAO

A esporotricose foi primeiramente descrita por Benjamin Schenck, em 1898, nos
Estados Unidos (EUA), por meio do isolamento do agente etiologico de lesbes da méao
direita de um paciente de 36 anos. Alguns anos atras, o género Sporothrix era tratado como
uma unica espécie patogénica, S. schenckii, (LACAZ, 1998). No entanto, hoje devemos
considerar a antiga espécie, até entdo conhecida como Sporothrix schenckii, como um
complexo de seis espécies cripticas, isto é, seis espécies com caracteristicas morfologicas
parecidas, mas distintas ao ponto de vista genotipico (GUARRO; GENE; STCHIGEL, 1999).

Além de identificar novas espécies, tais estudos também permitiram agrupa-
las segundo sua distribuicdo geografica (MARIMON et al., 2006). O grupo 1 refere-se
a Sporothrix brasiliensis, principal causador da epidemia zoonética no Rio de Janeiro,
Brasil; o grupo 2 inclui S. schenckii stricto sensu, isolado principalmente nos Estados
Unidos e na América do Sul; o grupo 3 contem S. globosa, de distribuicdo mundial; o
grupo 4, com S. mexicana, é restrito ao México; e o grupo 5 é constituido por S. albicans,
relacionado a Europa, e S. luriei, considerada rara, com poucos relatos de infeccdo em
humanos (MARIMON et al., 2006). Analises filogenéticas de DNAr e B-tubulina sugerem
que S. albicans, S. pallida e S. nivea, dada a similaridade, deveriam ser considerados uma
espécie Unica, S. pallida (MEYER et al., 2008). Tornou-se evidente que as novas espécies
do complexo Sporothrix descritas— S. albicans, S. luriei, S. brasiliensis, S. globosa, S.
mexicana e S. schenckii stricto sensu - possuem caracteristicas fenotipicas e genotipicas
distintas e séo de interesse clinico (MARIMON et al., 2006; MARIMON et al., 2007).

A esporotricose geralmente € uma doencga adquirida pela implantagédo trauméatica do
fungo no tecido subcuténeo pelo contato com um material contaminado, como espinhos,
farpas de madeiras e outros materiais de origem vegetal. Porém outras formas incomuns
de inoculagdo também ja foram descritas, como picada de inseto e outras formas de
transmissao por animais como roedores, caes, tatus, cavalos e aves (KWON-CHUNG &
BENNET, 1992).

No entanto, o panorama da esporotricose no Brasil mudou ao longo dos anos
e diversos pesquisadores fizeram referéncia ao papel dos gatos na transmissdo da
esporotricose para humanos e a associacdo dessa epidemia a espécie S. brasiliensis
(MIRANDA et al., 2016). Essa forma de transmissdo conta com um agravante: o
comportamento felino. Animais adultos saem durante a noite em busca de caga ou em
funcé@o dos rituais reprodutivos, quando a fémea em cio, costuma atrair os machos que
irdo disputa-la em brigas. Nestas ocasides, animais portadores de lesdes ulceradas,
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com grande quantidade de células leveduriformes, poderdo transmitir a esporotricose
pelo contato direto com essas lesdes ou pelos ferimentos produzidos por mordeduras ou
arranhaduras de gatos doentes (MONTENEGRO et al., 2014). Outro comportamento felino
que facilita a disseminagéo da esporotricose é que diferentemente dos caes, que se fixam
nos locais onde vivem, o gato sai de casa, caminhando pela rua, cagando passaros, ratos e
outros pequenos animais, se relaciona com outros gatos e eventualmente, volta para casa.
Somado ao fato de que em algumas regides a populacéo de gatos nas ruas e pragas tem
aumentado consideravelmente, e algumas pessoas tém o habito de recolherem animais
(sadios ou doentes) das ruas, abrigando-os em casas ou apartamentos, formando colénias
numerosas, sem qualquer controle sanitario. Quando o proprietario toma conhecimento
dos riscos de contagio para ele e seus familiares, abandona esses animais, ou até mesmo
quando esses animais morrem, sao enterrados em locais inapropriados, contribuindo
para a disseminacéo dessa doenca (BARROS; DE ALMEIDA PAES; SCHUBACH, 2011).
Estudos mostraram que 70% dos pacientes com suspeita de esporotricose que procuram
a Fiocruz para um primeiro atendimento, ja haviam dado um destino inadequado ao seu
animal, perpetuando o ciclo de transmisséo da doenca (GALHARDO, 2011).

No que diz respeito aos casos de esporotricose tanto em humanos quanto animais,
os dados sdo alarmantes. Entre 1998-2004, 1503 casos de esporotricose felina foram
notificados em diferentes municipios do estado do Rio de Janeiro e, no periodo de 1998-
2009, foram reportados cerca de 2.200 casos humanos na mesma regido (BARROS;
DE ALMEIDA PAES; SCHUBACH, 2011). Ja no periodo de 2005 a 2011, 2301 casos de
esporotricose felina por S. brasiliensis foram diagnosticados no Laboratério de Pesquisa
Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos (Lapclin-Dermzoo)/Instituto Nacional
de Infectologia/Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) (PEREIRA et al., 2014). Dados da
Vigilancia Sanitaria do Rio de Janeiro mostram um aumento de 400% no numero de felinos
diagnosticados com esporotricose em 2016, quando comparados a 2015, revelando a
magnitude e a expansao dessa doencga. No ano de 2016 foram feitos 13.536 atendimentos,
10.283 a mais do que o ano anterior (Vigilancia Sanitaria-RJ). Esses dados enfatizam a
importancia desta micose como um problema de saude publica.

21 DESVENDANDO A RESPOSTA IMUNE FRENTE A S. BRASILIENSIS

Pouco se sabe sobre a resposta imune frente a Sporothrix spp., bem como os
receptores envolvidos no seu reconhecimento e fagocitose. O que se sabe é que os
macrofagos desempenham papel importante no inicio, manutencédo e resolugcdo das
respostas inflamatorias no hospedeiro. Primeiramente para que ocorra o estabelecimento
da esporotricose, € requerida a transicdo dimorfica, onde os conidios transformam-se em
leveduras (GUZMAN-BELTRAN et al., 2012). Quando os conidios entram em contato com
o0s macrofagos, hd uma baixa indugéo de resposta pré-inflamatéria e morte celular induzida
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por espécies reativas de oxigénio (ROS), quando comparada as leveduras. Assim, o fungo
sobrevive e ocorre a transi¢do dimoérfica (GUZMAN-BELTRAN et al., 2012).

Em seguida temos a fagocitose, que € um importante mecanismo da imunidade
inata na esporotricose. O processo inicial da fagocitose ocorre por meio do reconhecimento
direto de componentes como a manose, mananas, 3-glucanas e lipopolissacarideo (LPS),
ou componentes do soro que opsonizam o0s patdogenos antes da sua internalizacéo
(DUNDERHILL & GANTNER, 2004). Os fagocitos agem como células regulatérias e
efetoras do sistema imune, sendo que o aumento da funcao fagocitica pode ser aplicado
como terapia contra infeccdes microbianas (POPOV et al., 1999). Se uma falha nesse
sistema ocorrer, ha maior facilidade do microrganismo em se desenvolver no hospedeiro
e intensificar o processo infeccioso. Ensaios de fagocitose mostraram que os macréfagos
foram capazes de internalizar conidios opsonizados e nao opsonizados e leveduras de
S. schenckii. No reconhecimento de conidios, houve a participacdo de receptores de
manose e o0 desenvolvimento de uma resposta Th1, ja no reconhecimento de leveduras,
houve a participacdo de receptores de complemento (GUZMAN-BELTRAN et al., 2012).
O receptor de manose esta principalmente relacionado a uma resposta Th1 e Th17 em
fungos (ROMANI, 2011). Interessantemente, embora os conidios de S. schenckii sejam
reconhecidos por receptores de manose, a resposta inflamatéria induzida é fraca, no
qual pode favorecer a transicdo dimoérfica de conidios para leveduras. Ap6s a ativacéo
dos macréfagos, os mesmos fagocitam os patdgenos invasores e promovem a producao
de citocinas pro-inflamatorias, tais como, IL-6, TNF-a e IL-18. Isto estimula as respostas
fagociticas e promove a liberacao de agentes toxicos, tais como, compostos intermediarios
reativos de nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO), que é um potente mediador da resposta
imune e inflamatéria. O NO é produzido nos momentos iniciais da infecgdo, bem como
no seu término, para a resolugéo total (CARLOS et al., 1994). Além dos macrofagos, a
resposta imune inflamatéria gerada por S. schenckiitambém foi estudada em outras células
caracteristicas da resposta inata, como os mastocitos (ROMO-LOZANO; HERNANDEZ-
HERNANDEZ; SALINAS, 2014) e queratindcitos (LI et al., 2012). A interacdo de mastocitos
com conidios e leveduras de S. schenckiiconduziu a producdo de TNF-a e IL-6, sendo que a
via ERK foi ativada quando mastécitos foram desafiados com leveduras (ROMO-LOZANO;
HERNANDEZ-HERNANDEZ; SALINAS, 2014). De forma semelhante, queratindcitos
tratados com conidios e leveduras de S. schenckii proporcionaram aumento da expressao
de RNAm de TLR-2 e TLR-4, e aumentaram os niveis de IL-6 e IL-8 por meio da sinalizagéo
por NF-kB (LI et al., 2012).

Estudos de resposta imune frente a fungos revelam diferencas associadas as
espécies, bem como, ao estado imunolégico do hospedeiro (CARLOS et al., 1994;
FERNANDES et al.,, 2013), havendo a participacdo de varios mecanismos de defesa.
Sabe-se que leveduras e conidios expressam em sua superficie estruturas microbianas
conservadas, denominadas padrdes moleculares associados aos patogenos (PAMPs)
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(AKIRA et al., 2001). Estas estruturas sdo reconhecidas por diferentes receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs), presentes nos macréfagos, neutrofilos e células
dendriticas (AKIRA et al., 2001). A seguir, temos um panorama dos principais estudos de
resposta imune frente a Sporothrix, no entanto, a maioria deles relaciona-se a espécie
S. schenckii. Esses estudos fornecem informagdes importantes para o direcionamento e
conducgao do trabalho frente a espécie S. brasiliensis.

Para a compreensdo do desencadeamento da resposta imune inata, é preciso
conhecer a principal fonte e a natureza dos PAMPs em fungos de importancia médica, bem
como, os principais receptores envolvidos no seu reconhecimento. Os PAMPs podem variar
quanto a sua natureza molecular, podendo ser lipidios, proteinas, carboidratos e acidos
nucléicos. Especificamente em fungos, a parede celular € a principal fonte de PAMPs,
sendo que, os principais componentes sdo B-glucanas, quitina e mananas (ROMANI et
al., 2011). Especificamente em leveduras de S. schenckii, a peptido-rhamnomanana
€ uma fracdo de glicoproteina composta de 33,5% de ramnomanose, 57% de manose
e 14,2% galactose (LLOYD & BITTON, 1971). Os PAMPs podem ser reconhecidos por
diferentes PRRs, tais como: receptores do tipo Toll (TLRs) (AKIRA et al., 2001). Células do
exudato peritoneal de camundongos infectados com leveduras de S. schenckii cultivadas
na presenca de extrato lipidico proveniente do fungo promoveram um aumento de IL-18
e IL-1B, por meio da ativagdo da caspase-1, sugerindo a participagdo do inflamassoma
e de receptores de dominio citosélico ologomerizado (NOD). Além disso, recentemente,
verificou-se que a dectina-1 reconhece 3-1,3-glucana e outros componentes flngicos de
S. schenckii, aumentando a liberacé@o de citocinas durante a infeccao (JELLMAYER et al.,
2017). Os TLRs séo encontrados nas células do sistema imunoldgico e o seu papel tem
sido amplamente estudado no reconhecimento de fungos. Eles fazem parte de uma familia
de receptores transmembranicos evolutivamente conservados que contém um dominio
externo a membrana com sequéncias ricas em leucina particulares para cada TLR (PANDEY
et al., 2015). Até o presente momento, 10 e 12 membros dessa familia foram identificados
em humanos e camundongos, respectivamente (PANDEY et al., 2015). A proteina Toll foi
inicialmente descrita na mosca das frutas, Drosophilla melanogaster, como um receptor
transmembrana tipo I, composto de repeticdes ricas em leucina e com um papel importante
no desenvolvimento dorso-ventral dos embrides dessas moscas. Lemaitre et al. (1996),
descreveram primeiramente a relagdo do Toll com a defesa em Drosophila sp. A auséncia
do receptor Toll nas moscas promoveu a rapida morte das mesmas, ap0s o contato
com agulhas contaminadas com uma suspensao de conidios de Aspergillus fumigatus
(LEMAITRE et al., 1996). Em seguida, um homologo deste receptor (conhecido como Toll-
like receptor 4-TLR-4) foi encontrado em mamiferos, estando relacionado a inducdo da
expressao de genes envolvidos nas respostas inflamatérias (MEDZHITOV et al., 1997).

Apbs o reconhecimento de estruturas microbianas pelos TLRs, estes receptores

sofrem mudangas conformacionais permitindo o recrutamento de moléculas adaptadoras.
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Séo elas: Fator 88 de diferenciacéo mieldide (MyD88), proteina adaptadora de MyD88
(MAL/TIRAP), dominio TIR (TRIF/ TICAM-1) e a molécula adaptadora de TRIF (TRAM)
(TAKEUCHI & AKIRA, 2010). O tipo de sinalizagdo depende de diferentes combinagdes
de moléculas adaptadoras. A sinalizagéo intracelular est4 dividida em 2 vias e depende
primariamente do adaptador utilizado: Via dependente de MyD88 ou Via dependente de
TRIF. Com excecao de TLR-3, todos os membros usam a via MyD88 para ativagéo do fator
de transcricdo NF-kB (fator nuclear kB) e das MAPKs (proteinas quinases ativadas por
mitogénese) para a indugcédo de genes pro-inflamatérios (PANDEY et al., 2015).

A ativacdo dependente da molécula MyD88 é iniciada com a facilitacdo da
associacdo da MyD88 com a IRAK4. Isso favorece a fosforilagdo de IRAK1, que permite a
ligacdo da molécula TRAF6 ao complexo que por sua vez, ativa TAK1 que faz um complexo
com TAB1 e TAB2. Apés a formacdo do complexo, TAK1 ativa o complexo IKK que leva a
ativacdo de NF-kB. Simultaneamente, TAK1 ativa dois membros das MAP quinases que
subsequentemente ativam JUN N-terminal quinase (JNK) e p38, induzindo a producéo
de citocinas inflamatorias. Os receptores TLR-2 e TLR-4 necessitam, além da MyD88, da
molécula adaptadora TIRAP (PANDEY et al., 2015).

Em modelos de doencgas infecciosas, quando ha perturbagéo na sinalizacao por
MyD88, ha uma diminuicdo da indug¢é@o da resposta imune inata e adaptativa, aumentando
a sensibilidade do hospedeiro a infecgéo. Por exemplo, em modelos de infec¢do de fungos
como C. albicans e A. fumigatus, a deficiéncia de MyD88 provoca bloqueio na produgéo
precoce de citocinas proé-inflamatérias, diminuicdo do recrutamento de neutrofilos e
diminuicdo da ativagdo de células T (BELLOCCHIO et al., 2004). Bellochio et al., (2004),
mostraram que as vias dependentes de MyD88 s&o fundamentais para a imunidade contra
fungos. Uma vez que diferentes TLRs podem ser simultaneamente recrutados dependendo
da espécie fungica, morfologia e sitio de infeccao envolvidos, a sinalizagdo por MyD88
participa extensivamente na resposta inata contra diferentes patdégenos. Além disso, estas
vias também s&o necessarias para o desenvolvimento de respostas adaptativas do tipo
Th1, que sé@o protetoras em diversas micoses.

A auséncia do receptor TLR-2 esta relacionada a uma maior susceptibilidade a
candidiase disseminada em modelos murinos devido a uma diminuicdo na secre¢do de
TNF-a e MIP-2 e recrutamento de neutréfilos (BELLOCCHIO et al., 2004). Em contraste,
outros estudos mostraram que camundongos TLR-2-/- sdo mais resistentes a candidiase
sistémica, exibindo um aumento na quimiotaxia e secrecdo de IFN-y, diminuicdo na
secrec¢do de IL-10, bem como, no nimero de células Treg CD4+ CD25+. Interessantemente,
o recrutamento de monécitos aumentou em camundongos TLR-2-/-, sugerindo um aumento
da atividade anti-Candida nesses animais (NETEA et al., 2004). A imunossupressédo em
camundongos TLR-2-/- resultou em maior susceptibilidade a infecgdes por Aspergillus
(BALLOY et al., 2005); no entanto, o polimorfismo de TLR-2 ndo resultou em aspergilose
invasiva (CUNHA et al., 2013). Além de estar envolvido no reconhecimento de células
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fungicas, TLR-2 também esta presente nos mecanismos de resposta do hospedeiro a outros
microrganismos como Staphylococcus, Mycobacterium e Pneumococcus (KOEDEL et al.,
2003). Na avaliagéo de seu papel na infeccao por leveduras de S. schenckii, observou-se
que, na auséncia desse receptor, houve uma menor taxa de fagocitose e menor producéo
de citocinas como TNF-a, IL-1B3, IL-12 e IL-10 frente a antigenos lipidicos. Isso revela o
papel desse receptor no desenvolvimento da protecdo em resposta a esse microrganismo,
induzindo a producdo de mediadores em resposta ao fungo S. schenckii (NEGRINI et al.,
2013).

TLR-4 é o receptor que esta envolvido no reconhecimento de LPS, um componente
da parede celular de bactérias gram-negativas causadoras de choque séptico (KAWAI
et al., 2010). Alguns estudos mostram seu envolvimento no reconhecimento de fungos.
Camundongos nocautes para TLR-4 sdo mais suscetiveis a candidiase sistémica devido
a deficiéncia na secrec¢éo de citocinas e diminuicdo do recrutamento de neutréfilos, o que
resulta no aumento da carga fungica nos rins (NETEA et al., 2002). TLR-4 nocautes sdo
mais suscetiveis a infecgdes por Aspergillus, sendo que polimorfismos nesse receptor estao
associados a desenvolvimento de aspergilose invasiva (BOCHUD et al., 2008). No caso da
esporotricose, resultados similares aos obtidos na auséncia de TLR-2, foram observados
na auséncia de TLR-4. O TLR-4 é ativado em resposta a componentes lipidicos de S.
schenckii, promovendo uma resposta imune mais eficiente. Por outro lado, macrofagos
provenientes de animais nocautes em TLR-4 foram incapazes de produzir altos niveis de
citocinas, tais como, IL-1B3, IL-12 e TNF-a. Esses dados evidenciam a importancia desse
receptor na imunidade frente a S. schenckii (SASSA et al., 2012).

No que se refere ao desenvolvimento da resposta imune adaptativa, a predominéncia
de subpopulacgdes de células T (Th1, Th2 ou Th17) durante uma infeccéo é extremamente
importante, uma vez que cada eixo € mais eficiente no combate a determinadas classes
de patdgenos (PANDEY et al., 2015). As respostas do tipo Thl promovem a liberagéo de
IFN-y, um forte ativador de macréfagos (PANDEY et al., 2015), de fundamental importancia
na patogénese da esporotricose sendo que sua ativacao diferencial é responséavel por
manifestagdes clinicas variadas (PANDEY et al., 2015). Em algumas doencas crénicas,
entretanto, a resposta celular de linfocitos T CD4+* é inapropriada e pode exacerbar a
doencga, impedindo a erradicacdo do microrganismo. Infecgdes fungicas em humanos
e em modelos animais indicam que a imunidade celular é crucial para a defesa do
hospedeiro, potencializando respostas fungistaticas e fungicidas, como a producgdo de
reativos de oxigénio (ROS), em especial o0 anion superéxido e seus metabdlitos reativos.
Consequentemente, a auséncia de uma resposta adaptativa adequada esta relacionada
a uma maior letalidade, comprovada em modelos murinos de infeccdo (KAJIWARA et al.,
2004). A ativagcéo das células Th1 parece ser determinada em parte pela resposta de células
dendriticas (DCs) frente a antigenos fungicos especificos, provenientes de isolados de
lesBes cutaneas ou viscerais de esporotricose causada por S. schenckii. Tratando DCs com
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conidios de S. schenckii ou com leveduras provenientes de les@o cutanea, houve indugcéo
da producéo de IFN-y por células T, com ativacdo da via ERK, sugerindo uma resposta Th1.
No entanto, antigenos provenientes de leséo visceral aumentaram a produgéo de IL-4, uma
citocina da imunidade humoral (PANDEY et al., 2015).

As células Th17 tém ganhado destaque dado ao papel chave na defesa contra
bactérias e fungos extracelulares, apresentando efeitos tanto protetores quanto deletérios
(HERNANDEZ-SANTOS & GAFFEN, 2012). A resposta Th17, com a secregéo de IL-17,
promove atividades pro-inflamatérias, incluindo o recrutamento de neutrofilos e produgéo de
citocinas proé-inflamatérias pelas células epiteliais. Utilizando modelo experimental murino
verificou-se que a auséncia dessas respostas estad relacionada a uma maior letalidade
(KAJIWARA et al., 2004). O papel de células Th17 é conhecido para a eliminagdo do S.
schenckii em camundongos com infeccéo sistémica, uma vez que a deplecéo de IL-23
conduz a um aumento da carga fungica (FERREIRA et al., 2015). Estudos in vitro mostram
que as DCs reconhecem antigenos de S. schenckii e conduzem ao desenvolvimento de um
padréo misto Th1/Th17 (VERDAN et al., 2012). Sabe-se que o exoantigeno de S. schenckii
€ capaz de aumentar niveis de citocinas inflamatérias produzidos por macréfagos e DCs.
Consequentemente, a co-incubagdo de células T com DCs ativadas por exoantigeno
provocam um padrao de citocinas Th1/Th17 (IFN-y/Th17, IL-23 e TGF-, respectivamente)
(VERDAN et al., 2012).

Ha uma série de evidéncias que indicam que os anticorpos protetores e as células
CD4+ Th1 e Th17 sdo elementos fundamentais na resposta imune frente a S. schenckii
(FERREIRA et al., 2015; VERDAN et al., 2012; LIU et al., 2016). Estudos mostram que
ndo s6 o IFN-y é secretado durante a imunizacdo passiva, mas que IL-10 e IL-4 também
aumentaram durante o periodo de infec¢é@o, sugerindo um padréo misto de resposta Th1 /
Th2 (ALMEIDA et al., 2015).

Além do exoantigeno, peptideo-polissacarideo extraido da parede celular de
leveduras de S. schenckii € capaz de induzir um padrdo misto de resposta (Th1/Th2),
havendo ativacéo de macrofagos por meio da via classica (M1), com secrecédo de IL-12 e
resposta Th1, bem como, macréfagos da via alternativa (M2), com altos niveis de IL-10,
estando associados a uma resposta Th2 (ALEGRANCI et al., 2013). Analisando a literatura
acima descrita, verifica-se que um padrdo misto de respostas (Th1, Th2, Th17) pode ser
observado na resposta frente a S. schenckii. O que se sabe é que as respostas Th1 e Th17,
séo fatores-chave no controle da infecgéo por fungos, especialmente na patogénese da
esporotricose causada por S. schenckii. No entanto, pouco se sabe a respeito da espécie
S. brasiliensis.

As respostas imunes celulares e humorais estdo ligadas ao perfil de citocinas
gerado. Os sinais de ativagdo mais fortes que direcionam a diferenciacao de células T para
a linhagem Th2 sdo desencadeados por IL-4 e IL-13, com uma diminui¢gdo concomitante na

resposta Th1. Uma caracteristica da resposta Th2 é a secre¢éo de anticorpos. Dependendo
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da forma clinica da esporotricose verifica-se um perfil diferente de anticorpos. Isso foi
sugerido pela observacéo de que 15 a 20 antigenos na faixa de 22 a 70 kDa presentes
em uma solugéo solluvel de extrato peptidico do fungo foram reconhecidos pelos soros de
pacientes com esporotricose extracutanea, enquanto soro de pacientes com esporotricose
cuténea reconheceram apenas 8-10 antigenos (PANDEY et al, 2015). Sabe-se que
além das diferentes formas clinicas, existem outros determinantes para a especificidade
ou intensidade de anticorpos contra antigenos de Sporothrix spp, tal como, diferencas
relacionadas as espécies.

Almeida-Paes et al. (2012), mostraram que isolados de S. brasiliensis provenientes
de diferentes formas clinicas apresentaram o mesmo padréo antigénico. No entanto, quando
comparada a resposta de anticorpos induzida por S. brasiliensis isolado de um paciente
com a forma linfocutanea, com a resposta induzida por S. schenckiiisolado da mesma forma
clinica, o perfil era diferente, sugerindo que as diferentes espécies do complexo Sporothrix
s@0 responsaveis por respostas especificas. Duas moléculas antigénicas glicoproteicas,
nomeadas gp70 e gp 60, foram descritas em S. schenckii (RUIZ-BACA et al., 2014). A gp60
encontra-se principalmente na parede celular de leveduras de trés diferentes espécies do
complexo Sporothrix: S. schenckii strictu sensu, S. brasiliensis e S. globosa. Ela mostrou
ser imunodominante ja que foi reconhecida pelo soro de camundongos infectados com
cepas do complexo S. schenckii (FERNANDES et al.,, 2013). Rodrigues et al. (2015)
mostraram que a gp70 sofre modificagcdes poOs-traducionais, provavelmente glicosilagao
e substituicdo de aminoacidos, uma vez que pelo menos seis proteinas variando de 60 a
70 kDa compartilharam o mesmo peptideo, assim, apds analises por espectrometria de
massa, conclui-se que gp60 e gp70 eram 0 mesmo antigeno.

Apesar da observagcéo de que gp60 e gp70 compartiiham o mesmo peptideo, o
padrao de glicosilacdo pode influenciar significativamente o tipo de resposta inicial
desencadeada ap6s o reconhecimento pelos receptores das células de resposta imune.
Soros de camundongos infectados com S. schenckii apresentaram anticorpos especificos
contra a proteina de 70 kDa, principalmente isotipos IgG1 e 1IgG3, sugerindo que gp70 induz
uma forte resposta humoral (NASCIMENTO et al., 2008). Além disso, a imunizagéo passiva
com anticorpo monoclonal especifico anti-gp70, modificou o curso da infeccdo causada
por S. schenckii em camundongos BALB/c, diminuindo a carga fungica e aumentando a
producao de IFN-y, um efeito observado até mesmo em camundongos deficiente em células
T (NASCIMENTO et al., 2008). Mesmo que o maior interesse esteja focado nas isoformas
gp60-gp70, recentemente Portuondo-Fuentes et al. (2016) mostraram que a transferéncia
passiva de soro de camundongos imunizados contendo anticorpos contra duas proteinas
de S. schenckiide 44 e 47 kDa tem um papel protetor durante a esporotricose experimental.

Os receptores TLR-2 e TLR-4 s&do importantes no desencadeamento da resposta
imune por macrofagos in vitro frente a S. brasiliensis. A anélise in vivo demonstra que a

ausénciade TLR-2e TLR-4, prejudica o desenvolvimento de umaresposta Th1 principalmente
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nos primeiros 14 dias de infecgdo. Apos 28 dias de infecgcao, especificamente para TLR-2-/-
, ocorre o desencadeamento de uma resposta padrdo Th17 e quando observada a auséncia
de TLR-4, o aumento da citocina IL-6, sugerindo mecanismos de controle da esporotricose.
Um dado interessante a ser notado é que a auséncia de um receptor provavelmente faz
com que o sistema imune venha utilizar outras vias de sinaliza¢do na tentativa de combater
0 patdégeno, o que nao exclui a possibilidade de outros receptores estarem envolvidos na
resposta induzida pelo fungo S. brasiliensis. Uma vez que grande parte dos fungos que séao
reconhecidos TLR-2 e também sao reconhecidos pelo TLR-4, seria significativo avaliar o
sinergismo entre esses dois TLRs no contexto da infeccéo fungica por S. brasiliensis.
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