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Resumo 

FREITAS, M. S. Avaliação do potencial imunomodulador e protetor de 

vesículas extracelulares produzidas por Aspergillus fumigatus. 2023 Tese 

(Doutorado) em Imunologia Básica e Aplicada – Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2023. 

Aspergillus fumigatus é o principal agente causador da aspergilose invasiva, 

doença que apresenta alta taxa de mortalidade, e acomete principalmente indivíduos 

imunocomprometidos. A. fumigatus apresenta distribuição mundial e grande produção 

de conídios, fazendo com que o trato respiratório humano seja continuamente exposto 

aos conídios fúngicos. Normalmente, a destruição de conídios e o controle da 

infecção, é realizado por células da imunidade inata. Essas são capazes de identificar 

o fungo e seus produtos respondendo de forma adequada. Nesse sentido, temos que 

as vesículas extracelulares (EVs) produzidas pelo fungo podem interagir com células 

do sistema imune modulando sua resposta. As EVs são estruturas esféricas formadas 

por uma bicamada lipídica que possuem várias ações descritas. Podem atuar na 

comunicação celular, no desenvolvimento da parede celular, na aquisição de 

resistência a antifúngicos e na modulação da resposta imune do hospedeiro. 

Importantes estudos têm descrito a interação de EVs fúngicas com células do sistema 

imune inato, demonstrando potencial imunomodulador dessas EVs. Dessa forma, nos 

propomos a verificar a capacidade imunomoduladora de EVs de A. fumigatus, 

principalmente sobre células da imunidade inata. Nesse estudo, estimulamos células 

da imunidade inata e células mononucleares do sangue periférico (PBMCs, do inglês 

peripheral blood mononuclear cell) com EVs de A. fumigatus e avaliamos a proteção 

conferida pelas EVs em modelo in vivo de Galleria mellonella. Adicionalmente, 

verificamos que macrófagos RAW 264.7 e AMJ2-C11 foram capazes de produzir TNF-

α quando estimulados com EVs, mas não NO, IL-6, IL1-β e superóxido. Entretanto, 

macrófagos RAW 264.7 aumentaram a expressão de iNOS e Arginase-1, enquanto 

macrófagos AMJ2-C11 aumentaram somente Arginase-1. O estímulo com EVs 

produzidas por A. fumigatus foi capaz de induzir alteração conformacional em células 

RAW 264.7, mas não em AMJ2-C11, como verificado por microscopia de luz e pela 

maior transcrição de C11b e CD18. Ainda, em neutrófilos estimulados com as EVs de 

A. fumigatus, não houve a produção de NETs (do inglês neutrophil extracelular trap) e 

tão pouco de TNF-α ou IL-10, enquanto PMBCs foram capazes de produzir IL-6, mas 



 

 

não TNF-α e IL-10. Apesar da relativamente baixa resposta imune gerada, a 

administração de EVs em G. Mellonella foi capaz de proteger a larva frente ao desafio 

fúngico. Nossos resultados sugerem que EVs de A. fumigatus possuem limitada ação 

inflamatória em células da imunidade inata, porém exercem um papel na proteção em 

modelo experimental de infeção fúngica. 

Palavras-chave: Aspergillus fumigatus. Vesículas extracelulares. Inflamação. 

Leucócitos inatos. Proteção.  



 

 

Abstract 

FREITAS, M. S. Evaluation of the immunomodulatory and protective 

potential of extracellular vesicles produced by Aspergillus fumigatus. 2023 Tese 

(Doutorado) em Imunologia Básica e Aplicada – Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2023. 

Aspergillus fumigatus is the main causative agent of invasive aspergillosis, a 

disease that has a high mortality rate and may affects immunocompromised patients. 

A. fumigatus has worldwide distribution and large conidia production, causing the 

human tract to be continuously exposed to conidia. Usually, conidia destruction and 

infection control are carried out by innate immune cells. They can identify the fungus 

and their products and respond appropriately. In this sense, we have the extracellular 

vesicles (EVs) produced by the fungus could interact with immune cells modulating its 

response. EVs are spherical structures formed by a lipid bilayer that have several 

described functions. They may act in cell communication, cell wall development, 

acquisition of resistance to antifungal agents, and modulation the host immune 

response. Important studies have described the interaction of fungal EVs with cells of 

the innate immune system, demonstrating the immunomodulatory potential of these 

EVs. This way we proposed to verify the immunomodulatory capabilities of A. 

fumigatus EVs, primarily over innate immunity cells. In this study, we stimulated innate 

immune cells and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) with A. fumigatus EVs 

and evaluated the conferred protection by EVs through in vivo model of Galleria 

mellonella. Furthermore, we verified that RAW 264.7 and AMJ2-C11 macrophages 

were able to produce TNF-α when stimulated with EVs, but not NO, IL-6, IL1-β, and 

superoxide. However, RAW 264.7 macrophages increased the expression of iNOS and 

Arginase-1, while AMJ2-C11 macrophages only increased Arginase-1. Stimulation with 

A. fumigatus EVs was able to induce conformational change in RAW 264.7 cells, but 

not in AMJ2-C11, as verified by light microscopy and increased transcription from C11b 

and CD18. Furthermore, neutrophils stimulated with A. fumigatus EVs, were not able 

to produce neutrophil extracellular traps (NETs) neither TNF-α and IL-10, while PMBCs 

were able to produce IL-6, but not TNF-α and IL-10. Despite the relatively low immune 

response produced, the administration of A. fumigatus EVs in G. mellonella was able 

to protect the larva against the fungal challenge. Our results suggest that A. fumigatus 



 

 

EVs possess a limited inflammatory action over innate immune cells, however, exert a 

role in the protection against the fungal infection.  

Keywords: Aspergillus fumigatus. Extracellular vesicles. Inflammation. Innate 

leukocytes. Protection. 
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1.1. Aspergillus fumigatus e aspergilose 

Os fungos pertencentes ao gênero Aspergillus são organismos saprófitos, ou 

seja, são capazes de utilizar matéria orgânica em decomposição pela liberação de 

enzimas específicas no meio extracelular (TEKAIA; LATGE, 2005). Por serem 

saprófitos, são encontrados em matéria orgânica em decomposição, além do solo e 

do ar, de modo que estão distribuídos de forma global (VAN DE VEERDONK; 

GRESNIGT; ROMANI; NETEA et al., 2017). Como forma de reprodução assexuada, 

os fungos do gênero Aspergillus, são capazes de produzir grandes quantidades de 

conídios, por meio de uma estrutura chamada conidióforo (MCCORMICK; 

LOEFFLER; EBEL, 2010; VAN DE VEERDONK; GRESNIGT; ROMANI; NETEA et al., 

2017). Os conídios liberados dessa forma são capazes de colonizar outras áreas com 

material orgânico ou podem ser inalados por indivíduos, que podem vir a desenvolver 

a aspergilose (SEGAL, 2009). 

Aspergillus fumigatus é a espécie desse gênero que mais desperta o interesse 

médico, pois é a principal causadora da aspergilose, uma infecção fúngica que pode 

ser fatal (ABAD; FERNANDEZ-MOLINA; BIKANDI; RAMIREZ et al., 2010; 

BRAKHAGE; LANGFELDER, 2002; MORGAN; WANNEMUEHLER; MARR; HADLEY 

et al., 2005). Algumas características de A. fumigatus o fazem o maior causador da 

aspergilose, incluem: liberação de grandes quantidades de conídios e sua efetiva 

dispersão pelo ar, termotolerância, capacidade de adquirir nutrientes no ambiente 

pulmonar e presença de hidrofobinas e melanina no conídio, que ajuda na proteção 

frente a ação do sistema imune (AKOUMIANAKI; KYRMIZI; VALSECCHI; GRESNIGT 

et al., 2016; FANG; LATGE, 2018; FONTAINE; DELANGLE; SIMENEL; CODDEVILLE 

et al., 2011; LATGE, 2001). 

De fato, os conídios liberados por A. fumigatus apresentam maior capacidade 

de dispersão no ar, devido a sua característica hidrofóbica, esse dado é confirmado 

pela maior quantidade de conídios de A. fumigatus no ar, quando comparado com 

outras espécies de Aspergillus (ABDEL HAMEED; YASSER; KHODER, 2004; 

KWON-CHUNG; SUGUI, 2013; TAHA; POLLARD; SARKAR; LONGHURST, 2005). 

Essa característica hidrofóbica dos conídios é derivada de uma camada externa de 

proteínas hidrofóbicas, as hidrofobinas, sendo RodA a principal hidrofobina presente 

nos conídios de A. fumigatus (VALSECCHI; DUPRES; STEPHEN-VICTOR; 
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GUIJARRO et al., 2017). Um experimento interessante demonstrou que uma cultura 

de 7 dias de A. fumigatus era capaz de disseminar seus esporos para outras 8 placas 

colocadas ao redor da primeira, quando na ausência de fluxo de ar, porém em um 

mesmo experimento, utilizando A. nidulans, foi verificado que as placas adjacentes 

não apresentaram nenhum crescimento fúngico (KWON-CHUNG; SUGUI, 2013). 

Além disso, os conídios de A. fumigatus são recobertos por uma camada de melanina 

que os protege da radiação UV (BRAKHAGE; LIEBMANN, 2005). 

Outra característica de A. fumigatus que o faz ser capaz de causar doença em 

humanos é sua capacidade de se estabelecer em diferentes ambientes, com grandes 

variações de temperatura e pH. A temperatura ótima de crescimento de hifas A. 

fumigatus é de 37ºC, porém há relatos que descrevem que ele pode suportar 

temperaturas entre 12ºC e 75ºC (ABAD; FERNANDEZ-MOLINA; BIKANDI; 

RAMIREZ et al., 2010; KOZAKIEWICZ; SMITH, 1994). Sua capacidade de reciclar 

matéria orgânica em decomposição, confere ao A. fumigatus uma capacidade de se 

adequar a vários tipos de condições ambientais, sendo capaz de produzir uma vasta 

gama de proteinases extracelulares e enzimas capazes de clivar açúcares complexos 

(ABAD; FERNANDEZ-MOLINA; BIKANDI; RAMIREZ et al., 2010; FANG; LATGE, 

2018). De fato, sua capacidade de termotolerância aliada com a capacidade de 

degradar proteínas e carboidratos do meio extracelular para adquirir energia para seu 

metabolismo pode estar relacionada com a sua capacidade de se estabelecer e 

prosperar nos pulmões de indivíduos imunocomprometidos acometidos (VAN DE 

VEERDONK; GRESNIGT; ROMANI; NETEA et al., 2017). Por fim, a composição da 

parede celular fúngica também influencia na capacidade infectiva do fungo. Sua 

composição é variável, a depender do seu estágio de maturação (LEE; SHEPPARD, 

2016), bem como do perfil imunológico do hospedeiro, como verificado em ensaios 

de infecção in vivo (LATGE; BEAUVAIS; CHAMILOS, 2017). A camada de 

hidrofobinas e melanina presentes nos conídios formam uma camada de proteção, 

uma vez que interagem fracamente com receptores de células imunes inatas, inibindo 

a resposta imune frente a conídios dormentes (GARCIA-RUBIO; DE OLIVEIRA; 

RIVERA; TREVIJANO-CONTADOR, 2019). Foi demonstrado que conídios 

provenientes de cepas mutantes de A. fumigatus, que apresentavam falha na 

produção de melanina, eram capazes de ativarem células dendríticas (DCs), visto 

pelo aumento de moléculas coestimuladoras como CD86, CD80 e CD40, bem como 
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de citocinas inflamatórias como TNF-α, IL-1β e IL-6 (BAYRY; BEAUSSART; 

DUFRENE; SHARMA et al., 2014). Nesse caso, a presença de melanina nas cepas 

WT atuavam de forma a inibir a ativação de DCs, assim, esses conídios se 

comportavam como o controle negativo (BAYRY; BEAUSSART; DUFRENE; 

SHARMA et al., 2014). Além disso, a camada de melanina ainda é capaz de proteger 

os conídios frente a acidificação de fagolisossomos, o que garante sua maior 

sobrevida quando fagocitadas por células epiteliais quando comparadas com cepas 

não melanizadas (AMIN; THYWISSEN; HEINEKAMP; SALUZ et al., 2014). 

Como destacado anteriormente, os conídios de A. fumigatus têm funções 

reprodutivas e são muito pequenos (2-3mm de diâmetro) o que ajuda no início da 

infecção (KANJ; ABDALLAH; SOUBANI, 2018; KWON-CHUNG; SUGUI, 2013). A 

inalação de conídios ocorre naturalmente, cerca de 100 conídios/dia (BRAKHAGE; 

LANGFELDER, 2002). Em indivíduos imunocompetentes, eles são eliminados devido 

a atividade mucociliar do trato respiratório acompanhado de eficiente resposta imune 

inata (KANJ; ABDALLAH; SOUBANI, 2018). Já é descrito na literatura grande 

prevalência de A. fumigatus em amostras clínicas de pacientes com fibrose cística 

(BAKARE; RICKERTS; BARGON; JUST-NUBLING, 2003; MORTENSEN; JENSEN; 

JOHANSEN; SKOV et al., 2011). A fibrose cística é uma doença que acomete as vias 

aéreas, caracterizada pela inflamação crônica infecciosa, e clinicamente pode ser 

caracterizada pela acumulação anormal de muco (COWLEY; THORNTON; 

DENNING; HORSLEY, 2017). Por conta do defeito na atividade mucociliar e de 

produção de muco em pacientes com fibrose cística, é postulado que tais indivíduos 

possuam um fator de risco para o desenvolvimento de aspergilose (COWLEY; 

THORNTON; DENNING; HORSLEY, 2017). 

Apesar de haverem fatores de virulência característicos presentes em A. 

fumigatus, o estabelecimento da infecção é, principalmente, dependente do estado 

imunológico do indivíduo (TEKAIA; LATGE, 2005). Dessa forma indivíduos mais 

suscetíveis ao desenvolvimento da aspergilose são aqueles que apresentam algum 

tipo de dano pulmonar preexistente (asma ou tuberculose, por exemplo) ou aqueles 

com algum grau de imunossupressão (leucemia, transplantados, sob tratamento com 

corticoides, infectados com o vírus da imunodeficiência humana ou que apresentam 

neutropenia) (KOUSHA; TADI; SOUBANI, 2011). Nesses casos as células da 

imunidade inata, principalmente macrófagos e neutrófilos, podem estar em número 
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reduzido ou apresentar ineficiência na destruição dos conídios, esses são capazes 

de germinarem em hifas e estabelecer a infecção (DAGENAIS; KELLER, 2009; 

WARRIS, 2014). 

A manifestação clínica da doença é ampla e pode ser limitada a uma reação 

alérgica, podendo ocorrer até a infecção sistêmica. As principais manifestações 

clínicas são: aspergilose pulmonar invasiva (IPA); aspergilose pulmonar crônica 

(CPA); e aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA). A Figura 1 demonstra 

graficamente essas manifestações clínicas. 

A IPA é a mais severa forma de aspergilose, apresentando uma alta taxa de 

mortalidade (30-95%) (CHABI; GORACCI; ROCHE; PAUGAM et al., 2015; 

TACCONE; VAN DEN ABEELE; BULPA; MISSET et al., 2015). Pacientes internados 

em unidade de terapia intensiva (UTI) com aspergilose apresentavam maior 

mortalidade e maior média de tempo de internação, quando comparados com 

aqueles pacientes internados na UTI, porém sem aspergilose (VANDEWOUDE; 

BLOT; BENOIT; COLARDYN et al., 2004). Esse aumento do tempo de internação é 

um dos fatores que aumenta os custos diretos e indiretos com o tratamento do 

paciente (KIM; NICOLAU; KUTI, 2011). A população em risco é aquela que apresenta 

algum estado de imunossupressão grave, geralmente causado por transplante de 

células-tronco hematopoéticas (HSCT),  transplante de órgãos sólidos, pacientes que 

fazem uso prolongado com corticosteroides, com síndrome da imunodeficiência 

adquirida (AIDS) ou aqueles com doença granulomatosa crônica (GAO; SOUBANI, 

2019; PATTERSON; THOMPSON; DENNING; FISHMAN et al., 2016). Além dos 

casos citados, a neutropenia também é um importante fator no desenvolvimento da 

IPA, dado a importância dessa célula na defesa inicial frente conídios de A. fumigatus 

(GERSON; TALBOT; HURWITZ; STROM et al., 1984; KOUSHA; TADI; SOUBANI, 

2011). Em todos os casos, o fator comum é a deficiência na resposta imune, causada 

pela ação de medicamentos, para inibir a rejeição do transplante, ou pela ação de 

microrganismos, que atacam células imunes inibindo a resposta imune, o que permite 

a rápida disseminação do fungo. A IPA é caracterizada pela invasão fúngica de 

arteríolas pulmonares e parênquima pulmonar, nesse cenário o rápido crescimento 

da hifa fúngica é capaz de causar necrose isquêmica, trombose intravascular e infarto 

hemorrágico (DAGENAIS; KELLER, 2009; GAO; SOUBANI, 2019). Uma vez na 

corrente sanguínea, o fungo é capaz de migrar para órgãos distantes do sítio inicial 
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da infecção, como rim, fígado, baço e os sistema nervoso central (LATGE; 

CHAMILOS, 2019). São estimados que ocorram mais de 200 mil casos de 

aspergilose invasiva no mundo por ano, mas esse número pode ser subestimado 

devido à falta de diagnóstico preciso (BROWN; DENNING; GOW; LEVITZ et al., 

2012). 

A CPA é composta de um conjunto de doenças não invasivas causadas pela 

infecção, principalmente de A. fumigatus (ZARIF; THOMAS; VAYRO, 2021). Na 

maioria das vezes, a CPA se desenvolve em indivíduos sadios, mas que possuem 

algum dano pulmonar preexistente, principalmente aqueles com tuberculose prévia 

(SMITH; DENNING, 2011). O aspergilloma, por exemplo, é uma forma de CPA 

composto por uma massa formada de hifas fúngicas, fibrina, muco, células 

inflamatórias, elementos derivados do sangue e de células epiteliais, que cresce 

dentro de uma cavidade pulmonar preexistente, na maioria dos casos derivado de 

dano anterior por tuberculose (GAO; SOUBANI, 2019; ZARIF; THOMAS; VAYRO, 

2021). Em 2011 foi estimado que a prevalência da CPA era de 3 milhões de casos 

mundialmente distribuídos, porém esse número pode ser altamente variável quando 

comparado países de regiões diferentes (DENNING; PLEUVRY; COLE, 2011). 

Variando de menos que 1 caso por 100.000 habitantes nos Estados Unidos e Europa 

ocidental a 42,9 casos por 100.000 habitantes na República democrática do Congo 

e Nigéria (DENNING; PLEUVRY; COLE, 2011). 

A ABPA é uma condição inflamatória pulmonar causada pela 

hipersensibilidade a alérgenos derivados da colonização por A. fumigatus. Na maioria 

dos casos, encontram-se indivíduos com asma e fibrose cística (SHAH; PANJABI, 

2016). Na ABPA, o fungo não eliminado persiste e se multiplica, liberando proteases 

e outros componentes que permitem sua instalação nas vias aéreas. É proposto que 

quimiocinas específicas são capazes de recrutar linfócitos Th2 reativos a epítopos 

fúngicos (KNUTSEN, 2003), além disso uma resposta imune enviesada para o perfil 

Th2, seja pelo perfil de quimiocinas produzidos ou pelo padrão de expressão de HLA 

em células apresentadoras de antígenos (APCs) induzem o surgimento da ABPA 

(CHAUHAN; SANTIAGO; HUTCHESON; SCHWARTZ et al., 2000). Pacientes 

acometidos apresentam ainda eosinofilia local e sistêmica, altas concentrações 

séricas de IgG, IgA and IgE anti- A. fumigatus, tosse sistêmica e sibilo (AGARWAL, 

2009; MOSS, 2005). 
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Figura 1: Apresentações clínicas da aspergilose. 

 

Fonte: (VAN DE VEERDONK; GRESNIGT; ROMANI; NETEA et al., 2017) 

1.2. Resposta imune frente a infecção por A. fumigatus 

Para que ocorra o estabelecimento da infecção, os conídios inalados devem 

ultrapassar algumas barreiras inespecíficas da imunidade inata, como a produção de 

muco e a atividade mucociliar, sendo a maior parte dos conídios eliminados por essas 

barreiras (BALLOY; CHIGNARD, 2009; VAN DE VEERDONK; GRESNIGT; ROMANI; 

NETEA et al., 2017). A Figura 2 demonstra as barreiras que o conídio invasor deve 

superar para estabelecer a infecção. A depuração mucociliar conta com um conjunto 

de células multiciliadas dispostas por todo epitélio respiratório, essas células 

ativamente transportam uma fina camada de muco, que retém partículas e 

microrganismos inalados para fora dos pulmões (NAWROTH; VAN DER DOES; 

RYAN FIRTH; KANSO, 2020). Além da atividade do transporte de muco, as células 

epiteliais brônquicas são capazes de interagir diretamente com os conídios de A. 

fumigatus por meio da interação de padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMPs) fúngicos com receptores de reconhecimento padrão (PRRs) nas células 

epiteliais (BIGOT; GUILLOT; GUITARD; RUFFIN et al., 2020). A partir dessa interação 

as células epiteliais podem fagocitar o conídio, produzirem citocinas, quimiocinas e 
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outros produtos microbicidas (BIGOT; GUILLOT; GUITARD; RUFFIN et al., 2020). De 

forma interessante, células epiteliais brônquicas são ainda capazes de reconhecer 

um componente fúngico e inibir seu crescimento. FleA é uma lectina expressa por A. 

fumigatus que é capaz de se ligar avidamente com glicoproteínas presente no muco 

(KERR; FISCHER; SINHA; MCCABE et al., 2016), além disso, a ligação de FleA, 

presente no fungo, com células epiteliais brônquicas, induz atividade fungistática 

mediada pelas células epiteliais (RICHARD; MARTI; VARROT; GUILLOT et al., 2018). 

Os conídios que vencem os obstáculos iniciais se alojam nos alvéolos e são 

protegidos do reconhecimento por células da imunidade inata devido a uma barreira 

composta de microfibrilas protéicas, compostas de hidrofobinas. Essa camada atua 

impedindo o acesso físico a principal fonte de antígenos para o sistema imune, a 

parede celular do conídio, onde estão contidos PAMPs que são passíveis de 

reconhecimento pela imunidade inata (AIMANIANDA; BAYRY; BOZZA; KNIEMEYER 

et al., 2009; AIMANIANDA; LATGE, 2010). Os conídios ainda possuem uma camada 

de melanina que também atua na proteção do conídio, escondendo os PAMPs (CHAI; 

NETEA; SUGUI; VONK et al., 2010). Apesar desses mecanismos de evasão, para 

que ocorra o início da infecção deve haver a germinação do conídio em hifa, esse 

processo degrada a camada de hidrofobina e a de melanina, culminando na 

exposição dos PAMPs fúngicos contidos na parede celular (PARIS; DEBEAUPUIS; 

CRAMERI; CAREY et al., 2003; TRONCHIN; BOUCHARA; FERRON; LARCHER et 

al., 1995). De fato, RodA, a principal hidrofobina, é responsável pela inibição da 

fagocitose de conídios de A. fumigatus por macrófagos murinos (DAGENAIS; GILES; 

AIMANIANDA; LATGE et al., 2010). A remoção dessa camada de RodA, seja pela 

utilização de cepas mutantes, pela remoção química ou pela germinação do conídio 

restitui ao sistema imune a capacidade de reconhecimento do fungo, como verificado 

pela ativação de DCs e macrófagos humanos (AIMANIANDA; BAYRY; BOZZA; 

KNIEMEYER et al., 2009). De forma interessante, a infecção in vivo por cepas 

deficientes na produção de RodA foi capaz de induzir maior recrutamento de 

neutrófilos e produção de citocinas pró-inflamatórias quando comparadas com a cepa 

WT (AIMANIANDA; BAYRY; BOZZA; KNIEMEYER et al., 2009). Abaixo da camada 

de hidrofobinas, existe uma camada de melanina que possui várias atividades 

imunomoduladoras, que de forma geral impede o reconhecimento do conídio, ou 

promove sua sobrevida quando fagocitado (PEREZ-CUESTA; APARICIO-
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FERNANDEZ; GURUCEAGA; MARTIN-SOUTO et al., 2020). Foi demonstrado in 

vitro que a falta de melanina em cepas mutantes era a responsável pela ativação de 

DCs humanas (BAYRY; BEAUSSART; DUFRENE; SHARMA et al., 2014). Uma vez 

que o conídio é fagocitado, a melanina é capaz de inibir a acidificação do 

fagolisossomo, etapa essencial na destruição microbiana, mas não interfere na fusão 

do fagossomo com o lisossomo (THYWISSEN; HEINEKAMP; DAHSE; SCHMALER-

RIPCKE et al., 2011). Esse fato foi verificado em macrófagos de linhagem, neutrófilos 

humanos recém isolados e linhagem de células epiteliais pulmonares (AMIN; 

THYWISSEN; HEINEKAMP; SALUZ et al., 2014; THYWISSEN; HEINEKAMP; 

DAHSE; SCHMALER-RIPCKE et al., 2011). No caso das células epiteliais 

pulmonares a presença de melanina induziu, de forma inesperada, maior 

internalização de conídios (AMIN; THYWISSEN; HEINEKAMP; SALUZ et al., 2014), 

esse fato pode estar relacionado com outros relatos que propõe a melanina como um 

alvo para fagocitose. É postulado que uma proteína hidrofílica surfactante produzida 

por células epiteliais alveolares, a SP-D, é capaz de se ligar a melanina de conídios 

de A. fumigatus. A partir dessa ligação, o conídio é opsonizado, o que facilita o 

processo de fagocitose por macrófagos humanos derivados de monócitos (WONG; 

RANI; DODAGATTA-MARRI; IBRAHIM-GRANET et al., 2018). Além disso, conídios 

opsonizados por SP-D foram capazes induzir uma forte resposta inflamatória por 

meio de macrófagos humanos derivados de monócitos, como verificado pela 

produção de TNF-α, IL-1β, IL-8, IL-6, IL-12 e IL-10, quando comparado com conídios 

não opsonizados (WONG; RANI; DODAGATTA-MARRI; IBRAHIM-GRANET et al., 

2018). Dessa forma, a melanina que recobre o conídio possui várias ações sobre o 

sistema, sendo capaz de proteger sua destruição intracelular, mas também atuando 

como um PAMP passível de reconhecimento. 

Uma vez que o conídio encontra um local adequado para a germinação, ocorre 

a dissolução das camadas de hidrofobinas e de melanina, revelando vários PAMPs. 

Dentre os principais PAMPs presentes na parede celular de A. fumigatus, podemos 

destacar a presença de diferentes polissacarídeos, como β-1,3-glucanas, mananas, 

quitina, galactomananas e galactosaminagalactana (LATGE; BEAUVAIS, 2014; 

LATGE; MOUYNA; TEKAIA; BEAUVAIS et al., 2005). 
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Figura 2: Representação das barreiras imunes as quais os conídios inalados devem superar 
a fim de iniciar a infecção. 

 

Fonte: (PARK; MEHRAD, 2009) 

Para que ocorra o reconhecimento de PAMPs fúngicos o sistema imune faz 

uso de receptores específicos que são capazes de reconhecer esses padrões, tais 

PRRs atuam na interação inicial do sistema imune frente a qualquer organismo 

invasor. Vários são os PRRs relacionados ao reconhecimento de A. fumigatus 

(GRESNIGT; NETEA; VAN DE VEERDONK, 2012), alguns deles são discutidos a 

seguir. Um dos principais PRR no reconhecimento de A. fumigatus é a dectina-1, que 

faz parte da família de receptores de lectinas do tipo C (CLR), a qual é expressa em 

DCs, macrófagos e neutrófilos, sendo capaz de reconhecer β-1,3-glucanas 

(SALAZAR; BROWN, 2018). A interação de dectina-1 com seu ligante ocorre somente 
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após a germinação do conídio, e pode acontecer no fagossomo ou na membrana 

(FARO-TRINDADE; WILLMENT; KERRIGAN; REDELINGHUYS et al., 2012; 

STEELE; RAPAKA; METZ; POP et al., 2005). A ativação desse receptor induz a 

produção de quimiocinas e citocinas, incluindo TNF-α, IL-6, IL-1α, IL-1β, G-CSF, GM-

CSF, MIP-1α e MIP-1β (MARGALIT; KAVANAGH, 2015). De fato, a importância de 

dectina-1 na infecção por A. fumigatus fica evidente pela demonstração que 

camundongos knockout para esse receptor produzem quantidade diminuída de 

mediadores inflamatórios, o que resulta em diminuição de recrutamento de neutrófilos 

e consequentemente menor atividade fúngicida (WERNER; METZ; HORN; SCHOEB 

et al., 2009). Outro CLR importante é a dectina-2, que atua no reconhecimento de 

hifas de A. fumigatus por células dendríticas plasmocitóides, induzindo a produção 

de TNF-α, IFN-α e maior atividade antifúngica (LOURES; ROHM; LEE; SANTOS et 

al., 2015). Em macrófagos, dectina-2 é capaz de interagir com PAMPs de A. 

fumigatus durante sua germinação e na forma de hifa para induzir a produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) e citocinas pró- e anti-inflamatórias como IL-1β, 

IL-23, TNF-α e IL-10 (SUN; XU; TIAN; SHAO et al., 2014). 

Os toll like receptors (TLR) são os receptores mais estudados e mais bem 

caracterizados dentre os PRR, e estão envolvidos no reconhecimento de A. 

fumigatus. Em modelos experimentais de aspergilose invasiva, ficou demonstrada a 

importância de TLR2, TLR4 e sua molécula adaptadora MyD88. Na falta desses, a 

mortalidade dos camundongos infectados com conídios de A. fumigatus se apresenta 

aumentada em relação ao grupo controle (BALLOY; SI-TAHAR; TAKEUCHI; 

PHILIPPE et al., 2005; BELLOCCHIO; MONTAGNOLI; BOZZA; GAZIANO et al., 

2004). A importância desses receptores também é demonstrada in vitro. Macrófagos 

peritoneais sem TLR4 funcional não são capazes de ativar o fator de transcrição NF-

κB, que é responsável pela expressão de genes que codificam moléculas 

inflamatórias. A falta de TLR2 e TLR4 pode afetar a produção de TNF-α e óxido nítrico 

(NO), além disso, camundongos que não possuíam esses receptores funcionais 

apresentavam menor migração de neutrófilos para o sítio da infecção (MEIER; 

KIRSCHNING; NIKOLAUS; WAGNER et al., 2003). 

Podemos citar também a pentraxina 3 (PTX3) como um receptor solúvel para 

A. fumigatus. PTX3 é produzida e secretada por uma gama de células, incluindo 

fagócitos, DCs, fibroblastos e células endoteliais, a partir da estimulação de TLRs 
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(PARK; MEHRAD, 2009). A principal atuação de PTX3 está no fato desse receptor 

ser uma ótima opsonina para conídios de A. fumigatus, PTX3 se liga a 

galactomanana e induz a ativação da via clássica do complemento, dependente de 

C1q, mas também é capaz de ativar a via alternativa, dessa forma contribui para a 

fagocitose mediada por macrófagos alveolares e DCs (BOTTAZZI; VOURET-

CRAVIARI; BASTONE; DE GIOIA et al., 1997; GARLANDA; HIRSCH; BOZZA; 

SALUSTRI et al., 2002). O reconhecimento e fagocitose de conídios opsonizados por 

PTX3 é dependente do receptor de complemento 3 (CR3) e do receptor de IgG 

(FCγR) presente nas células fagocíticas (MOALLI; DONI; DEBAN; ZELANTE et al., 

2010). A importância de PTX3 é evidenciada por dados experimentais que mostram 

que camundongos PTX3-/- apresentam uma média de sobrevivência de apenas 3 

dias após infecção por A. fumigatus, entretanto, esse quadro pode ser revertido pela 

administração de PTX3 exógena, aumentando a sobrevida média do grupo tratado 

para mais de 60 dias (MOALLI; DONI; DEBAN; ZELANTE et al., 2010). 

Após a interação de PAMPs fúngicos com macrófagos alveolares e neutrófilos 

em indivíduos imunocompetentes, ocorre a fagocitose do conídio e eliminação do 

patógeno. Macrófagos alveolares são células residentes no tecido e por isso são 

umas das primeiras a entrarem em contato com os conídios inalados (LEOPOLD 

WAGER; WORMLEY, 2014). Essas células controlam e limitam a infecção inicial e 

recrutam outras células imunes (XU; SHINOHARA, 2017). Uma das moléculas de 

superfície que atua nessa etapa da fagocitose é a integrina Mac-1, formada pelas 

cadeias CD11b/CD18 (BROWN, 2003; SCHITTENHELM; HILKENS; MORRISON, 

2017). Ensaios in vitro, utilizando células epiteliais alveolares humanas e de 

camundongo, demonstraram que Mac-1 é responsável pela internalização de 

conídios de A. fumigatus (HAN; SU; LI; LIU et al., 2021). Essas células matam 

conídios e hifas de A. fumigatus pela atividade microbicida de ROS ou pela ação de 

enzimas lisossomais (GAZENDAM; VAN HAMME; TOOL; HOOGENBOEZEM et al., 

2016; PHILIPPE; IBRAHIM-GRANET; PREVOST; GOUGEROT-POCIDALO et al., 

2003). A geração de ROS por ambos os tipos celulares é dependente da maquinaria 

de NADPH oxidase e mieloperoxidase, responsáveis por produzir ácido hipocloroso 

(HOCl) e radical superóxido (O2
-), respectivamente (BALLOY; CHIGNARD, 2009; 

HOHL, 2017). Tais compostos são essenciais na eliminação de A. fumigatus 

(ARATANI; KURA; WATANABE; AKAGAWA et al., 2002). A importância da função de 
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NADPH oxidase para a produção de ROS e eliminação de A. fumigatus é 

demonstrada em pacientes com doença granulomatosa crônica (CGD), esses 

indivíduos possuem uma mutação que afeta a geração de ROS pela NADPH, 

causando extrema suscetibilidade a aspergilose invasiva (GRIMM; 

VETHANAYAGAM; ALMYROUDIS; LEWANDOWSKI et al., 2011). Em neutrófilos foi 

demonstrada que a ativação de Mac-1 está relacionada com a morte intracelular de 

hifas de A. fumigatus, fato esse dependente da ativação de NADPH oxidase e 

mieloperoxidases (GAZENDAM; VAN HAMME; TOOL; HOOGENBOEZEM et al., 

2016). Além disso, os macrófagos ainda respondem a interação fúngica pela 

produção de mediadores inflamatórios com perfis, mais ou menos definidos. Dessa 

forma os macrófagos ativados podem se polarizar em dois tipos distintos: M1, ou 

classicamente ativados, e M2, ou alternativamente ativados. Após a ativação de TLRs 

e CLRs por PAMPs fúngicos, macrófagos alveolares vão secretar mediadores 

inflamatórios, como citocinas (IL-12, TNF-α e IL-6) e quimiocinas (CXCL9, CXCL10 e 

CXCL11) e aumentam a expressão de enzimas relacionadas com a produção de 

espécies reativas de oxigênio como a óxido nítrico sintase induzível (iNOS) 

(LEOPOLD WAGER; WORMLEY, 2014). Entretanto, a atividade inflamatória de 

macrófagos M1 pode ser nociva ao hospedeiro, já que na busca pela eliminação do 

patógeno ocorre dano de tecido sadio, dessa forma os macrófagos M2 vão atuar 

principalmente no reparo tecidual pós eliminação do patógeno (YUNNA; MENGRU; 

LEI; WEIDONG, 2020). Macrófagos M2 promovem a geração de resposta Th2, reparo 

tecidual, angiogênese e diminuem a inflamação favorecendo o reparo tecidual. Essas 

células são capazes de secretar citocinas como IL-4, IL-10 e quimiocinas CCL24 e 

CCL17 (WANG; SMITH; HAO; HE et al., 2019). Na infecção por A. fumigatus, o 

desenvolvimento de macrófagos M1 garante uma resposta adequada para garantir a 

defesa do hospedeiro (XIE; ZHOU; ZHANG; YU et al., 2022). De fato, macrófagos 

humanos cultivados in vitro com conídios de A. fumigatus apresentaram aumento de 

mRNA para iNOS, TNFα, CD80 e CD86, bem como aumento na secreção de TNF-α 

(ZHANG; HE; GAO; WEI et al., 2019). Apesar desse fato, um estudo demonstrou que 

camundongos infectados por A. fumigatus apresentavam uma rápida, após 48 h de 

infecção, e potente ativação alternativa de macrófagos alveolares, como 

demonstrado pela alta expressão de mRNA de Arginase-1 em macrófagos CD11c+ 

(BHATIA; FEI; YARLAGADDA; QI et al., 2011). 
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Além da fagocitose, neutrófilos ainda tem a sua disposição outro mecanismo 

para inibir o crescimento fúngico. Hifas que são grandes demais para serem 

fagocitadas podem sofrer a ação de armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs), 

que consistem em uma rede de DNA associada a outras proteínas citoplasmáticas 

que envolve o microrganismo (PAPAYANNOPOULOS, 2018). As NETs podem ser 

induzidas pela interação de conídios de A. fumigatus com Mac-1 presente na 

membrana do neutrófilo (SILVA; RODRIGUES; THOMPSON-SOUZA; MUNIZ et al., 

2020). A formação de NETs não é suficiente para inativar conídios ou inibir sua 

germinação, mas as hifas têm seu crescimento prejudicado na presença dessas 

estruturas (GAZENDAM; VAN HAMME; TOOL; HOOGENBOEZEM et al., 2016; 

MCCORMICK; HEESEMANN; WAGENER; MARCOS et al., 2010). A importância de 

neutrófilos no controle da infecção por A. fumigatus é bem estabelecida, já que é 

sabido que a neutropenia é um fator de risco para o desenvolvimento da aspergilose 

pulmonar (CHABI; GORACCI; ROCHE; PAUGAM et al., 2015; KOUSHA; TADI; 

SOUBANI, 2011; STEPHENS-ROMERO; MEDNICK; FELDMESSER, 2005). Essas 

células são recrutadas para o local da infecção por mediadores solúveis e são 

capazes de matar conídios e hifas de forma mais eficiente quando comparados aos 

macrófagos (PARK; MEHRAD, 2009). 

As células natural killer (NK) são linfócitos circulantes que são capazes de 

promover a morte de células cancerígenas e células infectadas por vírus através da 

secreção de perforinas e granzimas ou pela ação de receptores específicos. Essas 

células são capazes de produzir IFN-γ, TNF-α e GM-CSF que atuam aumentando a 

atividade fagocítica de macrófagos e neutrófilos, dessa forma, contribuem para o 

controle da infecção por A. fumigatus (LEHRNBECHER; SCHMIDT, 2019; SCHMIDT; 

CONDORELLI; KOLTZE; LEHRNBECHER, 2017). Células NK humanas são capazes 

de induzir a morte de hifas de A. fumigatus, mas não de conídios, in vitro. Esse efeito 

está relacionado com a produção de perforina, já que mesmo quando separadas por 

uma membrana a atuação das células NK frente as hifas é mantida. Além disso, a 

inibição de perforina diminui a morte dependente das NK (SCHMIDT; TRAMSEN; 

HANISCH; LATGE et al., 2011). Em modelos animais de aspergilose invasiva foi 

demonstrado que o recrutamento defeituoso de células NK para o sítio de infecção, 

em camundongos tratados com inibidores de MCP-1/CCL2, resultou em menor 

sobrevida e aumento da carga fúngica nos pulmões quando comparado aos animais 
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controles (MORRISON; PARK; MOONEY; MEHRAD, 2003). As células NK ainda 

podem ser a fonte principal de IFN-γ em animais neutropênicos, na ausência dessas 

células animais apresentam baixa produção de IFN-γ e maior carga fúngica. Essa 

observação pode estar relacionada a baixa ativação de macrófagos dependente de 

IFN-γ (PARK; HUGHES; BURDICK; STRIETER et al., 2009). Outro tipo de linfócito 

da imunidade inata que pode ter relação a resposta antifúngica é o linfócito Tγδ. Foi 

demonstrado em modelos experimentais que conídios de cepas de A. fumigatus que 

possuem menor quantidade de β-1,3-glucanas em sua parede celular são capazes 

de recrutar uma maior quantidade de eosinófilos para o sítio de infecção. O 

recrutamento dessas células se traduz em piora do quadro clínico do animal, com 

maior carga fúngica. Ficou demonstrado que o recrutamento aumentado de 

eosinófilos era dependente de linfócitos Tγδ, demonstrado pelo fato de que 

camundongos que não tinham essas células não apresentaram recrutamento 

aumentado de eosinófilos quando infectados por conídios de A. fumigatus 

expressando menor quantidade de β-1,3-glucanas (AMARSAIKHAN; O'DEA; 

TSOGGEREL; TEMPLETON, 2017; AMARSAIKHAN; SANDS; SHAH; 

ABDOLRASOULI et al., 2017). 

1.3. Vesículas extracelulares fúngicas e resposta imune 

A capacidade de comunicação intercelular é uma característica de organismos 

multicelulares, que era determinado pela secreção de mediadores solúveis ou pela 

comunicação célula-célula, mas um terceiro mecanismo foi proposto, a produção de 

vesículas extracelulares (EVs), que mediariam a comunicação entre células distantes 

(RAPOSO; STOORVOGEL, 2013). EVs são conservadas desde bactérias até 

humanos, são estruturas esféricas compostas por uma bicamada lipídica e são 

bastante heterogêneas em seu conteúdo, podendo conter ácidos nucleicos, 

proteínas, lipídeos e variadas biomoléculas (COLOMBO; RAPOSO; THERY, 2014; 

DEATHERAGE; COOKSON, 2012). As EVs podem ser categorizadas em 

exossomos, microvesículas e corpos apoptóticos a depender da sua biogênese, 

conteúdo, tamanho e função (YANEZ-MO; SILJANDER; ANDREU; ZAVEC et al., 

2015). Os exossomos são EVs derivadas do sistema endocítico e geralmente são as 

menores EVs, possuindo tamanho de 30 a 150 nm de diâmetro (VAN NIEL; 

D'ANGELO; RAPOSO, 2018). Os exossomos são derivados da invaginação da 

membrana de endossomos tardios, que dão origem aos corpos multivesiculares 
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(MVBs) (ZHANG; YIN; LAI; LIM, 2014). Os MVBs podem ser direcionados para 

degradação, pela fusão com lisossomos, ou serem fundidos com a membrana 

plasmática da célula para que ocorra a liberação dos exossomos para o meio 

extracelular, de forma interessante, devido a biogênese dos exossomos sua 

membrana possui a mesma orientação da membrana celular de origem (BEBELMAN; 

SMIT; PEGTEL; BAGLIO, 2018; ZHANG; YIN; LAI; LIM, 2014). As microvesículas são 

EVs derivadas do brotamento da membrana plasmática celular e possuem tamanho 

mais heterogêneo, variando entre 50-1000 nm de diâmetro (VAN NIEL; D'ANGELO; 

RAPOSO, 2018). A formação das microvesículas provavelmente requer o 

recrutamento do citoesqueleto celular e ativação de actina e microtúbulos (DOYLE; 

WANG, 2019). Já os corpos apoptóticos são derivados de células em processo de 

morte celular. São as maiores EVs, possuindo entre 50 e 5000 nm de diâmetro, sendo 

que a grande maioria tendem a estar mais próximas a 5000 nm (DOYLE; WANG, 

2019). 

A primeira observação de que fungos poderiam produzir tais estruturas foi 

realizada, em 1973, por Takeo e colaboradores, utilizando Cryptococcus neoformans 

e técnicas de microscopia eletrônica (TAKEO; UESAKA; UEHIRA; NISHIURA, 1973). 

Em 1990, Anderson e colaboradores descreveram a presença de brotamentos de 

vesículas em “espinhas” na parede celular de Candida albicans (ANDERSON; 

MIHALIK; SOLL, 1990). Entretanto, somente em 2007 foi demonstrado de forma 

sistemática e inequívoca que C. neoformans era capaz de secretar vesículas, através 

da parede celular, que continham seu principal componente capsular a 

glucuronoxilomanana (GXM) (RODRIGUES; NIMRICHTER; OLIVEIRA; FRASES et 

al., 2007). Desde então a caracterização de EVs fúngicas já foi observada para várias 

espécies, sendo elas patogênicas ou não (LIEBANA-JORDAN; BROTONS; FALCON-

PEREZ; GONZALEZ, 2021; RIZZO; RODRIGUES; JANBON, 2020). 

Dado o seu complexo conteúdo e origem celular, as EVs fúngicas podem 

realizar várias ações, seja mediando a comunicação entre células fúngicas, bem 

como na modulação da resposta imune do hospedeiro (RODRIGUES; 

CASADEVALL, 2018; ZAMITH-MIRANDA; NIMRICHTER; RODRIGUES; 

NOSANCHUK, 2018). Algumas dessas ações são demonstradas na Figura 3. Em C. 

albicans, as EVs produzidas são capazes de estimular a formação de biofilmes e 

induzir resistência a antifúngicos, duas características que contribuem para a 
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colonização no hospedeiro humano (ZARNOWSKI; NOLL; CHEVRETTE; SANCHEZ 

et al., 2021). Em C. auris, foi demonstrado que o tratamento do fungo com 

caspofungina foi capaz de causar alterações celulares e nas vesículas secretadas 

por esse fungo, demonstrando a habilidade do fungo modular sua produção de EVs 

a depender de estímulos externos (AMATUZZI; ZAMITH-MIRANDA; MUNHOZ DA 

ROCHA; LUCENA et al., 2022). Em A. fumigatus, a produção de EVs por protoplastos 

pode estar relacionada com a síntese da parede celular (RIZZO; CHAZE; MIRANDA; 

ROBERSON et al., 2020). Um estudo do nosso grupo demonstrou que tanto C. 

albicans, A. fumigatus, e Paracoccidioides brasiliensis eram capazes de internalizar 

EVs obtidas de outro cultivo da mesma espécie. A partir dessa internalização foi 

verificado a alteração na expressão de genes específicos a cada espécie, induzido 

pelas EVs (BITENCOURT; HATANAKA; PESSONI; FREITAS et al., 2022). Desse 

modo foi possível demonstrar que EVs podem atuar como estruturas mensageiras, 

alterando o perfil transcricional do fungo alvo. Para além dos exemplos descritos aqui 

há várias outras funções das EVs fúngicas que já foram descritas na literatura 

(RODRIGUES; NIMRICHTER, 2022). 

Outra função importante das EVs fúngicas é a modulação do sistema imune 

do hospedeiro, estimulando a secreção de várias citocinas que podem influenciar o 

resultado da infecção (FREITAS; BONATO; PESSONI; RODRIGUES et al., 2019). 

EVs originárias de C. neoformans são fagocitadas, in vitro, por macrófagos e induzem 

a produção de TNF-α, NO, TGF-β e IL-10, demonstrando uma dualidade entre 

mediadores pró- e anti-inflamatórios. Além disso, os macrófagos estimulados por EVs 

são capazes de fagocitar e matar leveduras de C. neoformans de forma mais eficiente 

(OLIVEIRA; FREIRE-DE-LIMA; NOSANCHUK; CASADEVALL et al., 2010). 

Entretanto, em um modelo experimental de invertebrado, utilizando a larva de Galleria 

mellonella, a administração prévia de EVs de C. neoformans induziu a morte precoce 

das larvas desafiadas com o fungo, em relação ao controle negativo (COLOMBO; 

RELLA; NORMILE; JOFFE et al., 2019). O uso de modelos invertebrados para o 

estudo de infecções fúngicas é amplamente aceito, ele apresenta algumas vantagens 

como baixo custo, facilidade de produção e maior facilidade de manipulação, além 

disso, a resposta imune de G. mellonella apresenta similaridades a resposta inata de 

mamíferos (BORMAN, 2018; SMITH; CASADEVALL, 2021). EVs derivadas de 

C. albicans também podem ser internalizadas por macrófagos e DCs derivados de 
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medula, após essa interação há a produção de citocinas inflamatórias como TNF-α, 

IL-12 e anti-inflamatórias como TGF-β e IL-10, bem como aumento de marcação para 

CD86 e MHC-II (VARGAS; ROCHA; OLIVEIRA; ALBUQUERQUE et al., 2015). Além 

disso, as EVs eram capazes de proteger a larva de G. mellonella frente ao desafio 

com leveduras de C. albicans (VARGAS; ROCHA; OLIVEIRA; ALBUQUERQUE et al., 

2015). Em modelo vacinal utilizando camundongos, EVs de C. albicans foram 

capazes de proteger os animais frente ao desafio letal com C. albicans (VARGAS; 

HONORATO; GUIMARAES; RODRIGUES et al., 2020). O número de unidades 

formadoras de colônias (CFU) nos animais tratados era menor em vários órgãos 

estudados, quando comparados a animais não vacinados (VARGAS; HONORATO; 

GUIMARAES; RODRIGUES et al., 2020). A. flavus, P. brasiliensis e Trichophyton 

interdigitale apresentam uma certa similaridade na forma em que suas EVs estimulam 

macrófagos. As EVs destes fungos foram capazes de estimular a produção de 

mediadores inflamatórios como TNF-α, IL-6, IL-1β e NO. Essa forte resposta 

inflamatória se refletia na polarização dos macrófagos, que apresentavam maior 

expressão de iNOS, caracterizando sua polarização clássica (BITENCOURT; 

REZENDE; QUARESEMIN; MORENO et al., 2018; BRAUER; PESSONI; 

BITENCOURT; DE PAULA et al., 2020; DA SILVA; ROQUE-BARREIRA; 

CASADEVALL; ALMEIDA, 2016). Além disso, EVs de A. flavus, também são capazes 

de conferir proteção as larvas de G. mellonella tratadas, frente ao desafio fúngico 

(BRAUER; PESSONI; BITENCOURT; DE PAULA et al., 2020). Ainda, EVs de A. 

fumigatus também são bioativas e induzem resposta imune in vivo e in vitro. 

Utilizando a cepa A1163, Souza e colaboradores demonstraram que EVs de A. 

fumigatus induziam a secreção de TNF-α e CCL2 em macrófagos, e ainda 

aumentavam a fagocitose e morte celular de conídios, por macrófagos e neutrófilos 

estimulados com EVs (SOUZA; BALTAZAR; CARREGAL; GOUVEIA-EUFRASIO et 

al., 2019). Ademais, o mesmo grupo de pesquisa ainda demonstrou que a 

administração vacinal de EVs de A. fumigatus em camundongos foi capaz de reduzir 

a inflamação causada pelo desafio fúngico, porém os animais sucumbiam 

rapidamente frente a infecção, assim como animais não imunizados (SOUZA; 

GURGEL; MALACCO; MARTINS et al., 2022). Além dos relatos aqui descritos, já foi 

observado efeito imunomodulador de outras EVs fúngicas, utilizando ensaios in vivo 

e in vitro (FREITAS; PESSONI; COELHO; BONATO et al., 2021). 
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Figura 3: Algumas das funções descritas para EVs fúngicas. 

 

Fonte: (LIEBANA-JORDAN; BROTONS; FALCON-PEREZ; GONZALEZ, 2021). 
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2.1. Objetivo geral 

Isolar e purificar EVs de A. fumigatus CEA17 e avaliar sua ação em células imunes, 

verificando a produção de mediadores inflamatórios e polarização celular, bem como 

avaliar a atividade das EVs em modelo invertebrado utilizando larvas de G. mellonella. 

2.2. Objetivos específicos 

• Avaliar a produção dos seguintes mediadores inflamatórios por macrófagos 

RAW 264.7 e AMJ2-C11 tratados com EVs: 

o IL-6, TNF e IL-1β; 

o NO e superóxido; 

• Avaliar a polarização de macrófagos RAW 264.7 e AMJ2-C11 tratados com 

EVs; 

• Avaliar a expressão de RNA mensageiro para CD11b e CD18 em macrófagos 

RAW 264.7 e AMJ2-C11 tratados com EVs; 

• Verificar a indução de NETs em neutrófilos humanos tratados com EVs; 

• Verificar a produção de TNF-α, IL-6 e IL-10 em PBMCs humanos tratados com 

EVs; 

• Verificar a proteção induzida pelo tratamento de EVs em G. mellonella. 
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Figura 4: Delineamento Experimental 

 

Fonte: De autoria própria. 
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Manuscrito - FREITAS, M. S.; BITENCOURT, T. A.; REZENDE, C. P.; MARTINS, N. 

S. DOURADO, T. M. H.; TIRAPELLI, C. R.; ALMEIDA, F. Aspergillus fumigatus 

Extracellular Vesicles Display Increased Galleria mellonella Survival but Partial Pro-

Inflammatory Response by Macrophages. J Fungi (Basel), 9, n. 5, May 4 2023. 
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Concluímos que EVs de A. fumigatus CEA17 induz atividade inflamatória 

limitada de macrófagos, neutrófilos humanos e PBMCs, como verificado pela 

produção de citocinas, NO, superóxido e NETs. Além disso, as EVs atuam de forma 

diferencial em linhagens de macrófagos, provavelmente devido a expressão 

diferencial de receptores. As EVs ainda são capazes de proteger larvas de G. 

mellonella frente o desafio com conídios de A. fumigatus, demonstrando sua ação 

benéfica em modelo experimental de infecção fúngica. Desse modo o trabalho 

adiciona conhecimentos acerca da resposta inicial elicitada por EVs de A. fumigatus 

e sua modulação de células da imunidade inata que combatem a infecção. 
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