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RESUMO 

Jesus TM. Participação dos receptores de lectinas do tipo C e do tipo Toll 

expressos nos neutrófilos no reconhecimento do Trichophyton  rubrum 

[dissertação]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 

2022. 

 

As dermatofitoses são infecções superficiais causadas por fungos queratinofílicos que 

afetam cerca de 20-25% da população mundial. O Trichophyton rubrum é o agente 

etiológico mais comum, responsável por cerca de 60-80% dos casos. Esse tipo de 

infecção é restrito à camada córnea da pele, porém, o grau de invasão do dermatófito 

pode mudar, de leve para grave, de acordo com a espécie e a virulência do fungo, 

como também do estado imunológico do hospedeiro. O papel dos receptores de 

reconhecimento de padrões (PRR) expressos nos fagócitos, como os neutrófilos, é 

crucial no reconhecimento de estruturas fúngicas com consequente ativação da 

resposta imune inata. Ainda, há poucos estudos que abordam o papel dos PRR 

expressos em neutrófilos durante a fase inicial da infecção por dermatófitos. Esses 

fagócitos reconhecem padrões moleculares presentes na superfície do fungo, como 

a manana e a β-glucana, através dos PRR, e este reconhecimento inicial é essencial 

para modular uma resposta efetiva contra o patógeno. Os neutrófilos são as primeiras 

células a migrarem para o foco infeccioso, sendo que indivíduos com neutropenia 

estão predispostos a infecções fúngicas graves. Recentemente, foi descoberto que 

essas células são capazes de formar armadilhas extracelulares (NET) que podem 

destruir fungos como: Candida albicans e Paracoccidioides brasiliensis, entre outros. 

Sendo assim, neste estudo, mostramos que o bloqueio dos receptores mincle, 

dectina-1 ou manose, expressos nos neutrófilos, tem papel significativo no 

reconhecimento dos conídios de T. rubrum e na produção da citocina inflamatória IL- 

1-β. Os conídios de T. rubrum também foram capazes de induzir a formação das NET 

pelos neutrófilos. 

 

Descritores: Receptores de lectina do tipo C. Dermatofitose. Imunidade inata. 

Neutrófilos. Trichophyton rubrum. Dermatófitos. 



 
 
 

 

ABSTRACT 

 

Jesus TM The role of C-type lectin and toll-like receptors expressed in neutrophils in 
the recognition of trichophyton rubrum [dissertation]. São Paulo: “Faculdade de 
Medicina, Universidade de São Paulo”; 2022. 

 
Dermatophytosis are superficial infections caused by keratinophilic fungi that affect 

about 20-25% of the world's population. Trichophyton rubrum is the most common 

etiological agent, it’s responsible for about 60-80% of cases. This type of infection is 

restricted to the corneal layer of the skin, however, the degree of invasion of the 

dermatophyte can change, from mild to severe, according to the species and virulence 

of the fungus, as well as the immune state of the host. The role of pattern recognition 

receptors (PRR) expressed in phagocytes, such as neutrophils, is crucial in the 

recognition of fungal structures with consequent activation of the innate immune 

response. There are still few studies addressing the role of PRR expressed in 

neutrophils during the initial phase of dermatophyte infection. These phagocytes 

recognize molecular patterns present on the surface of the fungus, such as manana 

and β-glucan, through PRR, and this initial recognition is essential to modulate an 

effective response against the pathogen. Neutrophils are the first cells to migrate to 

the infectious focus and individuals with neutropenia are predisposed to severe fungal 

infections. Recently, it has been discovered that these cells can form extracellular 

traps (NET) that can destroy fungi such as: Candida albicans and Paracoccidioides 

brasiliensis, among others. Thus, in this study, we demonstrated that the blockade of 

mincle receptors, dectitin-1 or mannose, expressed in neutrophils, plays a significant 

role in the recognition of T. rubrum conidia and in the production of inflammatory 

cytokine IL-1-β. The conidia of T. rubrum were also able to induce the formation of 

NET by neutrophils. 

 

Descriptors: Lectins C-type. Dermatophytosis. Immunity, innate. Neutrophils. 

Trichophyton rubrum. Dermatophytes. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Dermatofitoses 

As dermatofitoses, também conhecida como tineas, são infecções fúngicas 

superficiais de tecidos queratinizados, causadas por fungos filamentosos 

queratinofílicos chamados de dermatófitos (1). Esse tipo de infecção acomete os 

pelos, as unhas e os cabelos de humanos e animais, por ser restrita à camada 

cornificada da pele, pois o fungo não possui capacidade de invadir tecidos mais 

profundos em indivíduos imunocompetentes (2). As dermatomicoses afetam cerca de 

20-25% da população mundial, sendo 3-4% dos casos dermatológicos causados por 

dermatófitos (3,4). 

São conhecidas aproximadamente 40 espécies diferentes de fungos com 

capacidade de digerir queratina (5), divididas em 3 gêneros: Microsporum, 

Trichophyton e Epidermophyton spp. O Trichophyton rubrum é o agente mais comum 

na dermatofitose e na onicomicose (6), responsável por 50 a 90% dos casos. De 

acordo com suas características ecológicas, os fungos são classificados em 

geofílicos, aqueles encontrados no solo; antropofílicos, os que causam infecções em 

humanos; e os zoofílicos, que colonizam a pele de animais (7). O grupo de 

dermatófitos zoofílicos acomete 30% das tineas humanas, provocando inflamação 

aguda. Os antropofílicos estão envolvidos em 70% das infecções, sendo estas 

crônicas e de progressão lenta, nas quais há a adaptação do fungo no sítio de 

infecção e resposta do hospedeiro (8). Os geofílicos, comuns no solo, podem infectar 

esporadicamente os humanos; nesses casos, a infecção pode variar no grau de 

inflamação.  

Os fungos que causam as dermatofitoses são encontrados na região dos 

trópicos, onde o clima é quente e úmido, principalmente nas temperaturas entre 25 e 

28ºC, possibilitando condições favoráveis para seu crescimento e sua viabilidade. De 

acordo com essa classificação, o T. rubrum é considerado um fungo antropofílico (5). 

A infecção causada por dermatófitos é denominada e tratada de acordo com a 

área em que se instala. Os termos usados para a identificação são em latim, 

começando pela palavra “tinea”, seguida da área do corpo acometida, como: Tinea 

pedis, Tinea capitis, Tinea unguium, Tinea manuum e Tinea corporis (2). Sua 
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transmissão ocorre de pessoa para pessoa, através de materiais compartilhados ou 

pelo contato com animais e solo infectado (6). A infecção superficial por fungos pode 

se manifestar com o uso habitual de calçados fechados ou em função de 

imunossupressão, diabetes mellitus e obesidade, além de uso de piscinas, suor 

excessivo e idade avançada (5,9). Em pacientes imunocompetentes, a infecção é 

restrita à camada córnea da pele, porém, alguns fatores podem mudar o grau da 

invasão dos dermatófitos, de leve para grave, de acordo com a espécie dos 

dermatófitos, a virulência da cepa e os produtos metabólicos secretados pela espécie 

(2), além do estado imunológico do hospedeiro e do sítio de infecção (10). 

A variabilidade e a gravidade da dermatofitose em indivíduos com AIDS são 

comuns, podendo ocorrer em qualquer fase dessa doença imunossupressora (11). 

Por se tratar de uma infecção superficial, quando o fungo invade a derme, ela é 

chamada de “tinea profunda” ou “dermatofitose profunda”. Considerando que a 

pessoa não seja imunossuprimida, para a infecção ocorrer, há a possibilidade de o 

indivíduo ter um polimorfismo genético como, por exemplo, a deficiência na molécula 

CARD9 (Caspase Recruitment Domain Family Member 9) – molécula necessária para 

modular uma resposta antifúngica efetiva (12). 

No geral, a área afetada possui uma lesão circular avermelhada, com a borda 

elevada. Com a progressão da infecção, esta área torna-se anular (13). Pode ocorrer 

descamação da lesão e formação de crosta, vesículas e pápulas na parte em que não 

há pelos (14); no caso de tinea capitis, há a formação de alopécias no couro cabeludo 

e descamação contínua neste sítio (15). A onicomicose, infecção que acomete 

principalmente as unhas, se difere um pouco das demais, pois há formação de um 

macerado de pele branca, com erupções vermelhas e úmidas, que pode se estender 

aos dedos e à fáscia plantar dos pés (16). 

O diagnóstico para infecções fúngicas superficiais requer a identificação de 

padrões na lesão, como vermelhidão, elevação e descamação das bordas da lesão. 

A identificação de conídios e hifas do patógeno em questão é feita por exames como 

a microscopia direta (6). O preparo do material para leitura é feito através de uma 

solução na concentração de 10 a 30% de KOH (hidróxido de potássio) (2). Outra 

forma de diagnóstico de infecção por dermatófitos é a confirmação do patógeno em 

cultivo laboratorial. O isolamento do fungo obtido nas amostras clínicas é feito em 
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ágar de dextrose ou Saboraud, com a utilização de suplementos como antibióticos ou 

não (17). 

O tratamento é realizado com drogas antifúngicas. As mais comuns no Brasil 

são griseofulvina, terbinafina, itraconazol e fluconazol. As formas de uso dessas 

drogas são em creme, xampu, comprimidos e esmalte de unhas (no caso de 

onicomicose). Cada droga possui diferentes formas de ação durante seu uso no 

combate à micose. Por exemplo: a griseofulvina, antifúngico extraído do Penicillium 

griseofulvum, inibe a síntese da parede celular da hifa: interferindo na síntese de ácido 

nucleico e no processo de mitose; a terbinafina atua inibindo a enzima esqualeno 

epoxidase no citoplasma da membrana do fungo, dificultando a conversão e a 

produção do ergosterol, causando um dano estrutural e funcional no processo de 

crescimento fúngico (18).  

 

1.2 Invasão do dermatófito 

 

A queratina está presente na pele, no cabelo, nas unhas, nos cascos e possui 

o papel de revestir e proteger. A invasão de um fungo queratinofílico pode ser dividida 

em dois eventos: a colonização do dermatófito na pele e a infecção. Dentre os 

mecanismos de defesa estão as barreiras físicas (6) e químicas na pele, como ácidos 

graxos, enzimas, pH ácido e peptídeos antimicrobianos (8). A epiderme é uma 

barreira física, sendo composta, em sua maioria, por queratinócitos. Os queratinócitos 

medeiam a resposta imune na presença de micro-organismos invasores. A IL-8 e o 

TNF-α são exemplos de produtos secretados pelos queratinócitos num combate 

fúngico (19). Os dermatófitos, quando cultivados em meio na presença de queratina, 

fazem a digestão dessa proteína, utilizando-a como fonte de carbono e nitrogênio 

para seu crescimento (20).  

Os dermatófitos conseguem induzir, nos queratinócitos, um perfil específico de 

expressão de citocinas, de acordo com a espécie presente na infecção. Outra forma 

de tentativa de bloqueio do dermatófito, durante sua colonização, seria a renovação 

do estrato córneo – evento chamado de queratinização. A queratinização é 

necessária e confere ao patógeno a capacidade de invasão e degradação de 
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camadas mais profundas da pele, tornando a infecção mais exacerbada, assim, 

ativando a resposta imune inflamatória (8). Mesmo com o mecanismo da 

queratinização, os dermatófitos conseguem secretar fungolisinas, comumente 

conhecidas por queratinases, que são proteases destinadas a digerir a queratina e 

avançar com a penetração do fungo no estrato córneo; algumas dessas proteases 

são: serina-subtilisinas e metalo-endoproteases (21). Escapando dessa barreira inata 

do hospedeiro, o artroconídio (forma infecciosa) adere ao tecido queratinizado, 

prosseguindo com sua germinação e tomando o tecido (4, 21).  

Catelecidinas e defensinas são peptídeos antimicrobianos (PAM) com papel 

fundamental na defesa imune. Elas pertencem à primeira linha de defesa contra 

diversos micro-organismos e são produzidas por queratinócitos durante uma 

desordem inflamatória, como a psoríase. Em infecções acometidas por dermatófitos, 

é comum encontrar atividade dos PAM, como a LL-37 (catelecidina), que se 

apresentam ativas quando a pele é estimulada por M. furfur, T. mentagrophytes e T. 

rubrum (22). A beta defensina-2 (hBD-2) também é um tipo de PAM produzida por 

queratinócitos e encontrada nas infecções causadas por M. furfur, Candida albicans 

e dermatófitos. A produção dos PAM pela epiderme tem como objetivo defender o 

hospedeiro contra bactérias, vírus e fungos (23). 

Em modelos experimentais, foi demonstrado que a adesão dos conídios 

fúngicos de Trichophyton spp. ocorre em aproximadamente 3-4 horas, após o contato 

com o estrato córneo do hospedeiro. Em 24 horas, tem-se a germinação dos conídios. 

Após 3 dias, as hifas colonizam a epiderme do hospedeiro (8, 24,25). Com o estímulo 

fúngico, os queratinócitos produzem peptídeos antimicrobianos, com a finalidade de 

promover inflamação local. Esse modelo é demonstrado na Figura 1. 

 

Figura 1: Adesão do dermatófito ao estrato córneo do hospedeiro. 
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Figura 1: Adesão do dermatófito na epiderme: após o contato dos conídios fúngicos de 
Trichophyton spp. com a pele do hospedeiro, a adesão ocorre em aproximadamente 3-4 
horas. Em 24 horas, tem-se a germinação dos conídios. As hifas colonizam a epiderme após 
3 dias. Com o estímulo fúngico, os queratinócitos produzem os peptídeos antimicrobianos, 
gerando inflamação no sítio de acometimento.   

Fonte: próprio autor. 

 

1.3 Receptores de Reconhecimento Padrão – PRR 

A resposta imune inata trabalha com o reconhecimento de moléculas de 

assinatura presentes na estrutura celular do fungo, chamadas de PAMP (pathogen-

associated molecular patterns), como complexos de polissacarídeos, glicolipídios, 

lipoproteínas, nucleotídeos e ácidos nucleicos. Os PRR (pattern-recognition 

receptors) são moléculas que reconhecem os PAMP e se encontram disponíveis em 

células imunes do hospedeiro, como as células dendríticas (CD), os neutrófilos, os 

macrófagos (38) e os queratinócitos (26).  

Os PRR podem ser classificados em uma das cinco famílias seguintes: 

receptores do tipo Toll (TLR), presentes na superfície da célula e no compartimento 

endossômico; receptores CLR (receptores de Lectina do tipo C), como dectina-1, 2 e 
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manose, encontradas na superfície da célula; receptores tipo NOD (domínio de 

ligação a nucleotídeos), presentes no citoplasma, no plasma e na membrana 

endossômica associada; receptores do tipo RIG-I (receptor de reconhecimento de 

padrão citosólico), encontrados no citoplasma celular; e receptores AIM2 (ausente no 

melanoma 2), presentes no citoplasma e no núcleo (27).  

Os receptores CLR são apontados como a família mais importante para o 

reconhecimento de fungos e têm papel crítico na resposta imune. Os receptores 

mincle e dectina-1 e 2 são considerados os principais envolvidos na resposta fúngica 

(28), pois conseguem modular respostas TH1 e TH17 – ambas determinantes nesse 

tipo de infecção (29). A dectina-1 reconhece a β-glucana e os polissacarídeos 

presentes na parede celular de fungos. Este CLR é altamente expresso em células 

como macrófagos e monócitos e na lâmina própria intestinal (30). A dectina-2 

reconhece estruturas de manose presentes na superfície de uma variedade de micro-

organismos, como a α-manana presente em Candida albicans, Paracoccidioides 

brasiliensis, Histoplasma capsulatum e Cryptococcus neoformans (31). O mincle 

reconhece a α-manana, a TDM (trehalose-dimycolate) e a ribonucleoproteína nuclear 

SAP130 (32). Esses três receptores podem sinalizar via dependente de Syk e CARD9 

para ativar uma resposta imune antifúngica.  

É conhecido que indivíduos com deficiência genética na proteína adaptadora 

CARD9 são suscetíveis a infecções fúngicas, ao passo que, no combate a bactérias, 

vírus e parasitas, a imunidade trabalha normalmente (33). Com a deficiência da 

CARD9, a produção de citocinas pró-inflamatórias específicas na resposta antifúngica 

fica prejudicada (IL-6 e TNF-α) (28), o que inibe uma resposta efetiva via TH17 – 

deixando o hospedeiro suscetível à candidíase mucocutânea, por exemplo. 

Os CRL trabalham em conjunto com os receptores Toll-like (TLR) para produzir 

resposta fúngica efetiva (29). Como dito anteriormente, a dectina-1 reconhece 

estruturas presentes na célula do fungo, como as β-glucanas (34). O zymosan é um 

produto da célula de Saccharomyces cerevisiae, composto basicamente por β-

glucanas, mananas e manoproteínas (35), sendo muito utilizado em experimentos 

com a finalidade de promover a mesma resposta e atividade dos PRR in vitro, 

induzindo a fagocitose, o burst respiratório oxidativo e a produção de citocinas e 

quimiocinas, como IL-10, IL-6 e IL-23 via Syk quinase. 
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A dectina-1 também consegue agir concomitantemente via MyD88 com o 

TLR2, promovendo produção de TNF (36), e consegue amplificar a resposta fúngica 

Th17 mediada pelo receptor de manose (MR) e a produção de IL-17 contra uma 

infecção por C. albicans. A dectina-1 também pode promover a ativação de NF-κB e, 

consequentemente, mediar a resposta imune antifúngica TH1/TH17 (30). A dectina-2 

é um receptor extracelular que tem afinidade para se ligar às hifas de Candida 

albicans, Microsporum audouinii e Trichophyton rubrum (37). A sinalização 

intracelular acontece por meio do reconhecimento da porção FcR-ITAM que regulará 

a produção de TNF-α (30). 

Os receptores do tipo Toll-like também reconhecem padrões moleculares 

conservados nas estruturas de patógenos (PAMP), como, por exemplo, o TLR2, que 

reconhece estruturas como zymosan, ácido lipotetoico e lipoproteínas bacterianas. 

Esses receptores sinalizam via domínio TIR (38) e estão presentes em várias células, 

como queratinócitos e células de Langerhans, macrófagos, células T e B e mastócitos. 

Queratinócitos humanos expressam TLR de 1 a 10, porém, os TLR2 e 4 são os 

receptores que reconhecem estruturas presentes na parede celular de fungos e 

ambos são importantes na defesa do hospedeiro contra tal infecção (39). A fagocitose 

dos conídios de T. rubrum aderentes em monócitos é mediada pelo TLR2. Com a 

neutralização desse receptor, a atividade fungicida dos monócitos e a secreção de 

TNF-α ficam prejudicadas – como demonstrado por Celestrino et al. (2019). O TLR2 

se mostrou necessário para a fagocitose dos conídios de T. rubrum. A ausência da 

expressão desse receptor prejudica a resposta inflamatória adequada para este 

evento (40). 

Experimentos com células HaCat, quando estimuladas com conídios de T. 

rubrum, mostraram uma expressão aumentada de TLR2, 4 e dectina-1 mRNA, 

levando à produção de IL-8, IFN-γ, IL-6 e IL-13 (41). Esses resultados foram obtidos 

em experimentos in situ, com análises de lesões por imuno-histoquímica. A expressão 

de TLR2 e 4 foi maior em pacientes com tinea superficial, quando comparados com 

os controles (saudáveis) (42). Oliveira et al. (2015) demonstraram que a expressão 

de TLR4 – e não de TLR2 – apresentou-se diminuída na lesão de pacientes com 

dermatofitose disseminada, indicando um possível mecanismo para a cronicidade 

dessa doença. 



8 
 

 

O T. rubrum pode ser eliminado através da fagocitose feita por neutrófilos, 

macrófagos e monócitos, junto com produtos liberados por essas células, quando 

estimuladas, como citocinas TNF-α e espécies reativas de oxigênio (ROS) (43,44).  

Sousa et al. (2015) demonstraram que neutrófilos e macrófagos de pacientes com 

dermatofitose crônica apresentaram defeito na função fagocítica, na secreção de 

espécies reativas de oxigênio e na secreção de citocinas, como TNF-α, IL-1β. 

Ainda não se sabe ao certo como a imunidade adaptativa trabalha na 

eliminação da dermatofitose. Estudos apontam que células T CD4, que produzem 

IFN-γ (TH1), IL-17 (TH17), formam melhor proteção contra este tipo de infecção 

(45,46). Camundongos com deficiência em IL-17A e IFN-γ, infectados por A. 

benhamiae, apresentaram carga de infecção maior e pouca recuperação. Outro dado 

importante é que essas citocinas, trabalhando individualmente, não surtem o mesmo 

efeito – de combate ao patógeno – observado quando o trabalho é concomitante (47). 

Nakamura et al. (2007) investigaram as condições que induziriam perfis TH1-

dominante e TH2-dominante em camundongos (C57BL/6 e BALB/c), utilizando 

antígenos de Trichophyton. Os linfonodos regionais estimulados com o antígeno 

induziram alta expressão de IL-17A e IFN-γ em camundongos C57BL/6 (TH1-

dominante); esse dado sugere que tanto o polo TH1 responde para esse estímulo, 

quanto o polo TH17. Em camundongos de linhagem BALB/c (TH2-dominante), houve 

a produção e o aumento de IL-4 nos linfonodos regionais. Esses achados mostram a 

importância da indução dos perfis Th1 e TH17 no combate à infecção dermatofítica 

(48). 

1.4 Neutrófilos  

 Macrófagos e células polimorfonucleares (PMN), como os neutrófilos, são os 

principais fagócitos envolvidos na ingestão e na destruição de fungos. Em particular, 

os neutrófilos são encontrados na circulação sanguínea em maior número e chegam 

mais rápido ao foco da infecção, se comparados com outras células leucocitárias. 

Numa inflamação aguda, os neutrófilos vão até o local da injúria em resposta a fatores 

quimiotáticos liberados por patógenos ou por células hospedeiras (49,50).  
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 A importância dos neutrófilos no combate de infecções fúngicas é amplamente 

reconhecida, pois pacientes com quadro de neutropenia estão sujeitos a contrair 

infecções fúngicas severas, com elevados índices de mortalidade – e casos assim 

são associados a indivíduos de baixa renda. Essas células possuem o núcleo 

lobulado e, por isso, são chamadas de células polimorfonucleares. Outra 

característica dessas células é a presença abundante de grânulos em seu citoplasma 

– os quais foram descritos por Paul Erlich no final do século XIX (51,52). 

Os neutrófilos possuem três tipos de grânulos diferentes: o azurofílico, que é o 

grânulo primário, contendo hidrolase ácida; o grânulo específico é o secundário; e a 

gelatinase (grânulo terciário), que possui antimicrobianos, como as enzimas 

degradantes, e são importantes para a locomoção dos neutrófilos no tecido (53). 

Essas células ativam seus grânulos pela via dos PRR (35) e utilizam sinais 

quimiotáticos, como quimiocinas, citocinas e produtos de patógenos, para chegar até 

o local com infecção (54). A selectina presente em neutrófilos atua no processo de 

sua adesão à parede endotelial do vaso sanguíneo, tornando possível o rolamento do 

neutrófilo até o sítio infectado (55). 

Quando ativados, os neutrófilos dispõem de estratégias para atacar o micro-

organismo invasor. Essas estratégias são: a capacidade de fagocitar, a degranulação 

e a formação de armadilhas extracelulares (descritas pela primeira vez em 2004) (50). 

Na fagocitose, os neutrófilos têm a capacidade de reconhecer e fagocitar micro-

organismos, os quais ficam aprisionados em seus fagossomos e, posteriormente, se 

fundem com seus grânulos, formando o fagolisossoma. Esse processo ocorre com o 

consumo de muito oxigênio (não mitocondrial), denominado por burst respiratório 

(53). 

O neutrófilo pode utilizar mecanismos de oxigênio dependente e independente. 

O processo que utiliza os grânulos para aniquilar o micro-organismo é chamado de 

mecanismo de oxigênio independente. Porém, quando há a participação da enzima 

NADPH (fosfato de dinucleótido de nicotinamida e adenina) oxidase, o processo é 

chamado de oxigênio dependente, pois são gerados altos níveis de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) em neutrófilos ativados. O complexo enzimático de NADPH 

oxidase lança elétrons através da membrana fagossomal para o oxigênio molecular, 

transformando-o em um superânion, que é rapidamente convertido em peróxido de 
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hidrogênio, pela enzima superóxido dimutase; o peróxido de hidrogênio e outro 

oxigênio derivativo secundário, como ácido hipocloroso e cloraminas (56), gerados 

pelo complexo de mieloperoxidase (MPO) (57), formam um potente sistema 

antimicrobiano (58). 

Os grânulos contidos dentro do neutrófilo, além de terem papel de potente 

antimicrobianos, de proteases e de participação na produção do burst respiratório, 

também possuem ampla gama de receptores ligados à membrana e que participam 

na adesão endotelial, no reconhecimento de produtos bacterianos e como 

mediadores solúveis da inflamação. É a partir dessas organelas citoplasmáticas que 

o neutrófilo passivo circulante passa a ser uma célula efetora na imunidade inata (59). 

Os grânulos dos neutrófilos, como a mieloperoxidase, a metaloproteinase matricial, a 

elastase e a lactoferrina, são potentes grânulos citotóxicos regulados rigorosamente 

e liberados conforme a necessidade da infecção, evitando quantidade excessiva de 

conteúdo tóxico no tecido (60). Além da degranulação, da fagocitose, da produção de 

ROS e da produção de citocinas, o neutrófilo ativado por patógenos expulsa sua 

cromatina extracelularmente para a indução das neutrophil extracellular traps (NET) 

(49). 

 

1.5 NET – neutrophil extracellular traps 

Reportada pela primeira vez em 2004, por Brinkmann et al., outra via utilizada 

pelos neutrófilos, para a eliminação de patógenos, é conhecida como mecanismo das 

NET. Envolve a descondensação da cromatina, junto com a desmontagem do 

envelope nuclear do neutrófilo (49), e o lançamento extracelular de proteínas 

presentes no citoplasma e de DNA nuclear do neutrófilo (50). Esse comportamento 

atípico dos neutrófilos foi relatado em 1996, quando pesquisadores estimularam essa 

célula com PMA (phorbol 12-myristate 13-acetato) (61), potente indutor de NET) (62) 

e constataram algumas mudanças, que não foram observadas no processo de 

apoptose ou necrose dos neutrófilos. Por exemplo: a condensação da cromatina, que 

é comum na apoptose, não ocorreu, se tornando descompactada (61). 

As NET são produzidas pelos neutrófilos em contato com vírus, bactérias, 

fungos, protozoários (50), PMA, IL-8, INF-ɣ, GM-CSF (Granulocyte-macrophage 
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colony-stimulating factor) e LPS (lipopolissacarídeo). Essas armadilhas extracelulares 

têm a capacidade de matar micro-organismos e são produzidas por eosinófilos, 

mastócitos, plantas, granulócitos presentes em invertebrados inferiores (62) e 

plaquetas (63), além do neutrófilo (52,64).  

As NET ocorrem principalmente pelo processo de morte celular, chamado de 

NETose (65), que é diferente da apoptose e da necrose. Na necrose, há a 

desintegração da membrana e das organelas, a exposição da fosfatidilserina durante 

as etapas iniciais da necrose, inchaço e ruptura celular, levando a liberação do 

conteúdo intracelular. Para que a apoptose ocorra, formam-se prolongamentos da 

membrana celular (bolhas), há exposição da fosfatidilserina e condensação da 

cromatina nuclear, sem a desintegração da membrana nuclear, finalizando este 

processo com a morte celular programada. No processo de NETose, há vacuolização 

sem exposição de fosfatidilserina, descondensação da cromatina nuclear, com 

desintegração da membrana nuclear e morte celular programada (64). 

As NET são compostas por filamentos suaves de aproximadamente 17nm, 

sendo cravejadas por domínios globulares de proteínas granulares de 

aproximadamente 50nm (52), formadas pelo DNA (ácido desoxirribonucleico) e pelas 

histonas H1, H2, H3 e H4. As fibras de DNA contêm diversas proteínas, como NE 

(Neutrophil elastase), mieloperoxidase (MPO), catepsina G, proteinase 3 (PR3), 

proteína nuclear HMGB1 (hight mobility group protein 1) e LL37 (66). 

 Apesar de os grânulos estarem presentes na formação dessa rede, as NET 

não têm como papel principal causar atividade antimicrobiana, e sim, conferir 

proteção e neutralização do patógeno (67). As estruturas das NET são mantidas pelo 

DNA, pois são degradadas por DNAse e não por proteinase (68). Existe a 

possibilidade de que, além do DNA cromossômico, o DNA mitocondrial poderia induzir 

as armadilhas extracelulares em eosinófilos e neutrófilos, sem a indução de morte 

celular; porém, esse mecanismo ainda precisa ser refinado (64). 

Para a formação das NET, o neutrófilo ativado deve passar por eventos 

traumáticos. Minutos após a ativação, essas células se prendem ao substrato. Na 

próxima hora, perdem seus lóbulos e descondensam a cromatina. As membranas 

nucleares externas e internas se soltam umas das outras e os grânulos se 
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desintegram. Depois de 1 hora, o envelope nuclear se desfaz, com a união do 

nucleoplasma e do citoplasma (52). As redes saem da célula à medida que a 

membrana citoplasmática é rompida. Esse processo depende das ROS e da NADPH 

oxidase (69).  

Durante a fagocitose de bactérias, por neutrófilos, o complexo da NADPH 

oxidase é ativado e gera ROS, que atua como bactericida. Wilkie R.P. et al. (2007) 

demonstraram, em experimentos com neutrófilos humanos normais e murinos 

selvagens, que não houve ativação da caspase com estimulação das células por S. 

aureus. Porém, em experimentos nos quais a caspase foi ativada, a enzima NADPH 

oxidase estava inibida. A caspase é uma enzima que participa da cascata de clivagem 

proteolítica durante a apoptose, por isso, tem seu papel considerado fundamental 

nesta via de morte celular (64). 

A importância da NADPH oxidase para a formação das NET foi melhor 

elucidada quando, em experimentos com neutrófilos de indivíduos portadores da 

doença granulomatosa crônica (DGC), não se conseguiu formar as NET ou obteve-

se uma diminuição significativa no burst respiratório. A DGC é caracterizada por 

mutações em uma das subunidades do complexo enzimático da NADPH oxidase 

(100). 

Mesmo com evidências experimentais de que o complexo NADPH oxidase 

pode ser considerado indispensável para a ativação das NET, alguns trabalhos 

mostram que esse mecanismo pode ser ativado sem o envolvimento dessa enzima: 

micro-organismos, como Staphylococcus aureus e Leishmania donovani, conseguem 

induzir a formação dessas redes via independente de ROS (64). 

A mieloperoxidase (MPO) é outra enzima importante para a produção do ácido 

clorídrico e na descondensação da cromatina durante a NETose (70). A MPO, em 

combinação com a NE, descondensa a cromatina independentemente de sua 

atividade enzimática (65). A inibição da MPO retarda a NETose, o que sugere que 

sua atividade limitada ainda consegue produzir as NET (70). Cloraminas geradas 

após a reação de ácido hiplocloroso produzido por MPO, pela reação de crosslink de 

proteínas, aumentam a estabilidade e a integridade das NET em capturar o antígeno. 
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Essa reação (crosslink) pode explicar a maior duração das proteínas das NET em 

relação ao DNA (seguido por administração de DNAse I, in vivo) (65). 

Por ser relativamente “novo” para a imunologia, algumas perguntas estão em 

aberto sobre o mecanismo e sobre os estímulos sofridos pelos neutrófilos, para 

gerarem as NET. Inicialmente, a compreensão das NEToses se referia ao processo 

de morte celular na liberação das armadilhas celulares compostas por fatores 

antimicrobianos do neutrófilo formadas após a descondensação da cromatina. Porém, 

alguns autores descrevem que, dependendo do estímulo do patógeno, após o 

lançamento dessas redes, o neutrófilo ainda consegue fagocitar (66,71). 

Atualmente, a comunidade científica propõe duas vias para a NETose, sendo 

elas: NETose suicida e NETose vital. A diferença entre ambas seria o estímulo 

recebido pelo neutrófilo. Na NETose suicida, o estímulo seria o PMA, enquanto, na 

NETose vital, seu estímulo estaria relacionado com os PAMP reconhecidos por 

receptores do tipo Toll (72). 

Foi demonstrado que os neutrófilos, após a formação das NET, não 

necessariamente sofrem morte celular, mas podem preservar suas funções de 

quimiotaxia e fagocitose. Este tipo de NETose seria denominado por NETose vital 

(72). Estimulados por LPS (lipolissacarídeos), os neutrófilos que sofreram NETose 

continuaram impermeáveis, na tentativa de coloração por Sytox green, indicando que 

a célula se manteve estruturalmente estável (66). 

A NETose suicida é caracterizada pelo estímulo inicial por PMA, um ativador 

da proteína quinase-C (PKC). Hakkim et al.  (2010) sugeriram que a via raf-MERK-

ERK inibe a apoptose para induzir a NETose, pois essa via induz a expressão de 

proteínas antiapoptóticas que permitem aos neutrófilos bloquear a apoptose para que 

a NETose ocorra (8). A enzima NADPH é responsável pela produção de ROS e 

superóxido, derivado do burst respiratório, que irá contribuir na descondensação da 

cromatina do neutrófilo através da serina e da elastase (73,74,75). A enzima PAD-4 

é importante na citrulinação das histonas que induzem a descondensação do DNA. 

Posteriormente, a mistura desse DNA com os grânulos característicos do neutrófilo 

sairá da célula, com a formação de rupturas ou “poros” na membrana (72). Essa 

ruptura da membrana definirá a forma de NETose suicida; este mesmo evento – 
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ruptura de membrana – é observado tanto em células vermelhas, quanto em 

leucócitos quando estimulados por S. aureus e Streptococcus pyogenes, que 

produzem proteínas hemolíticas e leucocitárias capazes de causar rupturas em tais 

células. É através desses poros na membrana celular que as armadilhas são expostas 

extracelularmente; com isso, o neutrófilo também perde suas funcionalidades 

características, como a capacidade fagocítica, o recrutamento de leucócitos e a 

quimiotaxia (75).  

 

Figura 2 - NETose suicida e NETose vital: NETose suicida estimulada com PMA, 

com perfuração da membrana no final do processo, e NETose vital reconhecendo 
PAMP, pelo receptor do tipo Toll, com a membrana intacta após NETose (Yipp and 
Kubbes. 2013).  

 

 

 

1.6 Fatores de virulência de patógenos que interferem nas atividades das NET 

 As NET são compostas por DNA e histonas, presentes nas armadilhas 

extracelulares quando lançadas contra o micro-organismo (76). O GAS 
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(Streptococcus Grupo A) possui DNAse (Sda1) e está associado com infecções 

invasivas (fasciite necrosante). Buchanan et al.  (2006) relacionaram a presença 

dessa DNAse como um fator de virulência – o que explicaria a resistência dessa 

bactéria frente às armadilhas extracelulares. A Sda1 consegue degradar as NET, 

facilitando o escape das armadilhas por este grupo específico de Streptococcus. 

Todas as bactérias pertencentes ao GAS expressam um ou dois tipos de gene de 

DNAse (77). 

 Em infecções causadas por Staphylococcus aureus, são observados abcessos 

compostos por essas bactérias, por fibrina e por células imunes do hospedeiro. 

Posteriormente, tem-se a infiltração de neutrófilos que lançam armadilhas para tentar 

conter essa infecção (NETose). Thammavongsa et al.  (2013), em seu modelo 

experimental, constataram que o S. aureus consegue converter as NET em 

deoxiadenosina (dAdo), pois estas bactérias secretam as enzimas adenosina sintase 

A (adsA) e nuclease. Outro fator que implica na virulência desta bactéria está 

relacionado com o fato de a produção de deoxiadenosina induzir a apoptose de 

macrófagos ativados via caspase 3 (78). Com este mecanismo, o S. aureus escapa 

das armadilhas extracelulares e, também, evita sua fagocitose por macrófagos (76). 

 

1.7 As NET em infecções fúngicas 

Desde 2004, quando Brinkmann e colaboradores apresentaram uma nova 

especificidade dos neutrófilos – a de aprisionar patógenos, em particular bactérias 

Gram positivas e Gram negativas, com sua rede de fibras formadas por grânulos de 

proteínas e cromatina –, a comunidade científica começou a desenvolver trabalhos 

para estudar mais a fundo esta nova artilharia (79). 

Os neutrófilos possuem papel importante nas infecções fúngicas. A capacidade 

de tais células fagocitarem e se mostrarem disponíveis em grande número, para 

conter o crescimento de diversos patógenos, vem sendo apresentada por diversos 

trabalhos – inclusive em experimentos envolvendo Candida spp. e Aspergillus spp 

(80). As NET também estão envolvidas em infecções fúngicas, como as ceratites 

(infecção fúngica na córnea ocular). Em um estudo com 14 pacientes, as NET foram 
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encontradas em todos os raspados oculares junto com hifas (culturas das lesões 

oculares mostraram presença de Aspergillus spp., Candida spp. e Fusarium spp.). 

Mostrando-se importantes durante todo o processo infeccioso, as armadilhas 

extracelulares foram observadas em diferentes estágios, do dia 2 ao dia 22 pós-

infecção, demonstrando que a NETose pode ter papel crucial na resposta contra a 

ceratite (81).  

Urban et al. (2006) demonstraram que as NET induzidas por Candida albicans 

conseguiram capturar e matar o fungo, tanto na forma de hifas como de leveduras. O 

estudo sugeriu que os neutrófilos são incapazes de matar este fungo, por conta de 

seu tamanho, e não conseguem fagocitá-lo. Já as NET conseguem capturá-lo na 

formação das redes (82). In vitro, foi constatado que os neutrófilos, em contato com 

Aspergillus fumigatus, desenvolvem as NET para o aprisionamento do fungo, mas 

não o suficiente para causar a morte dele. Nesse modelo, houve o processo de 

NETose contra as hifas de A. fumigatus, porém, esse processo foi reduzido com a 

participação de conídios. A hydrophobina RodA, presente na parede celular do 

Aspergillus fumigatus, é apontada como um componente capaz de deixar o conídio 

“inerte”, sem causar respostas ao sistema imune adaptativo. O estudo sugere que a 

RodA pode ser responsável por suprimir a formação das NET nesse tipo de estímulo 

(83). 

A enzima NADPH, além de ser importante para a geração de ROS, também 

participa na liberação do DNA durante a formação das armadilhas extracelulares dos 

neutrófilos. A descondensação da cromatina ocorre através da proteína PAD4, 

durante a citrulinação da histona. A NADPH facilita o processo de ativação da PAD4 

e da NE estimulado pela MPO. Foi avaliado, por Wu et al.  (2019), como a inibição da 

NADPH interferiu na capacidade de o neutrófilo promover NETose, contribuindo para 

a disseminação de C. albicans na infecção peritoneal em camundongos. O grupo 

também avaliou a dectina-2. Na ausência desse receptor, percebeu-se a redução na 

formação das NET, aumentando a propagação de C. albicans (84).  

Leveduras de Paracoccidioides brasiliensis induziram a formação de NET em 

lesões tegumentares de pacientes. Elas, inclusive, participaram no processo inicial da 

formação das NET, através da translocação do DNA nuclear, com o auxílio da 

elastase, para o núcleo que atuou com as histonas no processo de descondensação 
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da cromatina. In vitro, as cepas Pb18 e Pb265 de P. brasiliensis induziram armadilhas, 

mas com um perfil diferente do padrão das NET. A cepa Pb18 induziu armadilhas 

extracelulares com uma estrutura “frouxa”, com os elementos dessa rede mais 

espalhados, comparados com as NET formadas pelo estímulo da cepa Pb265 – que 

se mostrou mais compacta. O trabalho de Coletta et al.  (2015) sugere que a presença 

de duas proteínas no genoma da cepa Pb18 (PADG_11161- Gene ID: 22587058 e 

PADG_08285- Gene ID: 22586608) possa atuar como uma enzima DNAse, na 

degradação das NET, da mesma forma descrita por Buchanan et al.  (2006) no 

mecanismo de escape utilizado pelo Streptococcus Grupo A. 

A Aspergillus fumigatus induz a formação de NET, na forma de conídios e tubos 

germinativos. Neutrófilos fagocitam os conídios independentemente das NET, mas 

utilizam esse mecanismo como armadilhas para aprisionar os tubos germinativos, 

impedindo seu crescimento e reduzindo a propagação desse fungo (85). 

1.8 Participação das interleucinas em infecções 

 Em qualquer processo infeccioso, é fundamental a participação dos elementos 

necessários para uma resposta imunológica efetiva; assim, nas dermatofitoses, este 

processo se inicia com os queratinócitos (primeira linha de defesa) e com a ativação 

dos receptores do tipo Toll-like, como os TLR2, TLR4, TLR6 e as beta-defensina-1 e 

2, dos receptores de lectina C, manose, dectina-1 e 2. Estes dois grupos de 

receptores trabalham reconhecendo a parede fúngica, sinalizando outras células da 

imunidade inata, como macrófagos e PMN, que promoverão a liberação de citocinas 

inflamatórias, como as interleucinas IL-1β e IL-8, para conter o fungo (26,92). 

A IL-1β é uma citocina inflamatória, pertencente à família IL-1, sendo os 

membros: IL-1α, IL-1β, IL-1 receptor antagonista (IL-1Ra), IL-18, IL-33 e IL-1F5. A 

família IL-1 sinaliza através de receptores relacionados; esses receptores contêm 

domínios extracelulares, sendo: uma porção de domínio de imunoglobulina (IL-1) e 

outra do receptor Toll (formando TIR) na porção citoplasmática. O início da resposta 

acontece quando a interleucina se liga na subunidade de seu receptor primário do 

tipo 1; por exemplo: a IL-1 liga-se no receptor IL-1R1. A IL-1α e a IL-1β respondem 

ao mesmo complexo de receptor e possuem as mesmas habilidades biológicas na 

resposta imune, contudo, existem algumas diferenças entre ambas; a IL-1β, quando 
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secretada, circula sistemicamente, enquanto que a IL-1α geralmente é associada à 

membrana plasmática da célula e age no local (93). 

Essas citocinas promovem atividade microbicida das células mieloides – como 

a indução de fagocitose e produção de citocinas por macrófagos, o recrutamento de 

neutrófilos e a regulação de ROS – e induzem a liberação de enzimas. Por ter uma 

resposta potente inflamatória, tais citocinas estão sob rigoroso controle em sua 

produção; o receptor IL 1-R2 age como regulador na neutralização da resposta das 

citocinas de IL-1.  

Yoshikawa et al. (2015) demonstram o papel da IL-1β produzida por 

macrófagos em resposta ao T. rubrum. Este processo é dependente na via clássica 

de inflamossoma (NLRP3) e a produção de IL-1 se faz necessária para atrasar o 

desenvolvimento do fungo na forma de hifas e, também, para modular a resposta da 

IL-17.  

A IL-17 atua na regulação do equilíbrio entre o hospedeiro e a microbiota em 

tecidos de barreira, como, por exemplo, no intestino; a IL-17 é produzida por células 

T CD4+ em resposta a micro-organismos comensais, prevenindo o crescimento 

excessivo de micróbios no epitélio intestinal. Um defeito genético raro na via de IL-17, 

como o apresentado por pacientes portadores da candidíase mucocutânea crônica 

(CMC), leva à produção reduzida de IL-17 e IL-22 (94). 

A IL-6 tem um papel notável na indução de reações na fase aguda. 

Frequentemente, é induzida junto com as citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-1. 

Por ter sua participação na modulação de reações na fase aguda, ainda não está 

esclarecido se esta citocina participa ativamente em respostas que provoquem o 

recrutamento de outras citocinas e infiltração de tecido inflamatório (95). Sabe-se que 

a IL-6 é uma citocina reguladora da resposta celular durante infecção, sendo, 

geralmente, considerada uma citocina anti-inflamatória, pois bloqueia a linfopoiese e 

pode afetar as respostas inflamatórias e anti-inflamatórias das células T. Pode ter 

efeito pró-inflamatório e inibir a atividade das células T reguladoras CD4+ e CD25+, 

ou no papel da diferenciação de linfócito T em células T, produtoras de IL-17, 

associadas a doenças autoimunes (96).  
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A IL-10 é uma citocina que regula algumas funções de células mieloides e 

linfoides. É produzida por linfócitos TH2, macrófagos e células B. Algumas funções 

da IL-10 são a desregulação da ativação de células T e a produção de interferon-ɣ, 

além de produção de citocinas pró-inflamatória, como IL-1, TNF-α, IL-5 e quimiocinas. 

Também inibe a produção de óxido nítrico, suprime a ativação, a proliferação e a 

função do macrófago. Na aspergilose sistêmica, camundongos com deficiência de IL-

10 possuem uma resistência inata à infecção por aspergilose, já os camundongos 

controles apresentaram maior quantidade de fungo (A. fumigatus) no rim e no cérebro 

e apresentaram também maior grau de dano tecidual – se comparados com os 

camundongos knockout (deficientes em IL-10) (97). 

O TNF tem papel importante na defesa do hospedeiro e na regulação da 

resposta imune – como, por exemplo, em infecções fúngicas por C. albicans. O TNF-

α é liberado e estimula a expressão de quimiocinas e moléculas de adesão 

leucocitária, levando ao recrutamento de leucócitos polimorfonucleares, fagocitose 

aumentada e morte de fungos por essas células (98). Louie A. et al. (1994) 

demonstraram em camundongos que a falta da produção de TNF-α levou ao 

crescimento de C. Albicans nos rins e no baço dos animais, acelerando a sua morte 

após a infecção (99). 

Neutrófilos, quando estimulados por conídios de Trichophyton rubrum, 

induzem a formação de NET, in vitro, sugerindo que essas armadilhas possuem papel 

importante na resposta imune do hospedeiro. Pouco se tem publicado mostrando as 

vias de interação entre o T. rubrum e as NET. Desse modo, o presente estudo teve 

como objetivo explorar a formação das NET desafiadas por T. rubrum, bem como a 

geração de ROS presente neste processo, além de estudar o reconhecimento dos 

receptores de lectina C. 

2. JUSTIFICATIVA  

As dermatofitoses são infecções que acometem de 20 a 25% da população 

mundial (44); entretanto, pouco se sabe sobre a ação da imunidade inata frente a este 

tipo de infecção (2). O Trichophyton rubrum é responsável por cerca de 90% casos 

(6).  



20 
 

 

Frente a esses dados, nota-se que as dermatofitoses ainda são negligenciadas 

e precisam ser mais estudadas, principalmente nos indivíduos que desenvolvem 

resposta crônica ou nos casos de ausência de resposta – situação que permite que a 

manifestação do fungo se propague pela pele, como, por exemplo, nos indivíduos 

aidéticos, diabéticos e imunossuprimidos. Nessas circunstâncias, existe deficiência 

em algum fator ou processo imunológico que não consegue responder à infecção de 

forma eficiente. Estudos questionam sobre alguns polimorfismos genéticos, defeitos 

em receptores ou falta de receptores que possam interferir no sucesso de uma 

resposta contra o invasor.  

Este trabalho propõe o estudo dos mecanismos imunológicos da infecção 

causada pelo T. rubrum e o papel da resposta mediada pelas células 

polimorfonucleares, em especial os neutrófilos, que respondem rapidamente à 

sinalização, por intermédio de quimiocinas e citocinas liberadas por células do 

sistema imune e células epiteliais em resposta ao processo de invasão de micro-

organismos. 

Os neutrófilos são as células mais abundantes na corrente sanguínea, 

possuem receptores tipo Toll importantes no reconhecimento dos PAMP, conseguem 

fagocitar os patógenos em fagossomos e realizar a NETose, para tentar combater de 

forma eficiente o invasor. Todos esses mecanismos, pertencentes aos neutrófilos, 

podem contribuir para conduzir uma resposta satisfatória e assertiva durante uma 

infecção. 

Neste contexto, o modelo de estudo é realizado nas PMN de indivíduos 

saudáveis, com o propósito de compreender seu funcionamento, na resposta contra 

os dermatófitos, e determinar as funções específicas do papel dos PRR, como os 

receptores Toll-like citados neste estudo – sempre comparando os resultados de 

células com receptores funcionais ou na ausência deles. Essas análises podem 

contribuir para o desenvolvimento de tratamentos que atuem diretamente nos 

processos de reconhecimento do patógeno e na modulação de uma resposta eficaz 

nos indivíduos com imunidade comprometida, possibilitando compreensão para as 

diversas respostas encontradas na clínica das dermatofitoses. 
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3. OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

 

Avaliar o papel dos receptores de lectina do tipo C – mincle, dectina-1 ou manose – 

envolvidos no reconhecimento de conídios de T. rubrum e, também, a capacidade 

deste fungo de induzir a formação das NET em neutrófilos de indivíduos saudáveis.  

 

Objetivos específicos 

 

Avaliar a participação dos receptores da imunidade inata (mincle, dectina-1 ou 

manose), utilizando os respectivos anticorpos monoclonais bloqueadores, medindo-

se a produção de citocinas (IL-6, IL-1β, IL-10 e TNF-α) e espécies reativas de oxigênio 

(ROS) após a interação in vitro dessas células com hifas de T. rubrum.  

 

Analisar, por meio de ensaios in vitro, se o T. rubrum é capaz de induzir a formação 

de NET nos neutrófilos. 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Cultivo do Tricophyton rubrum 

A amostra fúngica foi obtida através da Micoteca Prof. Carlos da Silva Lacaz, 

do Laboratório de Micologia Médica – Laboratório de Investigação Médica – 53 (LIM-

53), pertencente ao Instituto de Medicina Tropical (IMT) da FMUSP. A cepa de 

Trichophyton rubrum, denominada IMT-20 (ATCC), foi mantida, para seu crescimento, 

em meio ágar batata (BD Biosciences, USA) durante 15 dias e acondicionada em 

estufa na temperatura de 25ºC.  

 

4.2 Preparo dos conídios 

Após o crescimento das colônias, foram adicionados 10mL de solução salina 

0,9%. Com a haste de uma alça microbiológica estéril, as colônias de T. rubrum foram 

raspadas, com o auxílio de pipeta Pasteur, para que se soltassem do ágar. Essa 
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suspensão de soro fisiológico 0,9%, junto com o fungo, foi transferida para um tubo 

cônico (Falcon 50ml) e centrifugada a 2.000 rpm, por 10 minutos. Logo após, a 

suspensão foi filtrada com cell strainer (Falcon, Glendale, AZ, USA) de 40μm, para a 

separação efetiva dos conídios e de outros elementos interferentes, como o próprio 

ágar batata. A suspensão com as hifas separadas foi contada na câmara de Neubauer 

(Inlab, Brasil) e ajustada numa concentração de 3x105 de hifas, segundo o protocolo 

de Sousa et al. (2015). 

 

4.3 Grupo avaliado  

Os experimentos foram realizados com indivíduos controles (saudáveis), para 

a caracterização dos receptores após o reconhecimento do T. rubrum. Critérios para 

exclusão do grupo controle: possuir lesões causadas por dermatófitos; ser menor de 

18 ou maior de 70 anos; estar grávida; possuir alguma imunodeficiência; fazer uso de 

drogas imunossupressoras; ser diabético ou ser HIV positivo.  

Foram coletados 20 mL de sangue periférico de cada indivíduo, utilizando 

tubos com heparina (Vacuette). Este trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética 

para Análise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP – CAPPesq (CAAE 

91420018.3.0000.0068). 

 

4.4 Separação das células PMN (neutrófilos)  

 A separação foi realizada por gradiente de densidade, conforme descrito por 

Cruz, WMA (2010). Os 20 mL de sangue periférico foram diluídos (volume: volume) 

em dextran 6% estéril (Sigma-Aldrich, Brasil). O tubo foi homogeneizado e incubado 

de 20 a 25 minutos em estufa de 37ºC, para a sedimentação das hemácias. Após 

este tempo, as hemácias foram separadas, formando um sobrenadante mais claro. 

Foram adicionados, cuidadosamente, 12 mL de Ficoll-hypaque™ PLUS (GE 

Healthcare) à camada mais clara do sobrenadante (composta por sangue e dextran 

6%). Este tubo foi centrifugado a 900rpm, por 20 minutos, em temperatura ambiente 

(25ºC). Após a centrifugação, as camadas superiores apresentadas (camada 

composta por plasmas, PBMC e Ficoll) foram descartadas, mantendo-se somente as 

hemácias e as células granulocíticas. 
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Para separar as hemácias das células granulocíticas, foram adicionados 3mL 

de água estéril gelada, homogeneizada com a pipeta Pasteur, sendo adicionados 

10mL de PBS (InLab – Brasil) aquecido. O tubo foi centrifugado a 600rpm, durante 10 

minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet de neutrófilos foi ressuspenso em 

1mL de meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (1640 sem vermelho 

de fenol). Foi realizada a contagem de células na câmara de Neubauer (Inlab-Brasil) 

e feito o ajuste da concentração 3x105 de células para o experimento. 

 

4.5 Fagocitose 

  Uma placa de 24 poços (Corning™, Thermo Fisher Scientific Inc. USA), foi 

utilizada para realizar o processo de fagocitose dos neutrófilos previamente 

separados (item 4.4). Em cada poço, foi adicionada uma lamínula estéril e, em 

seguida, foram inseridos o meio R10 (constituído por 90% de meio RPMI – Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA), 10% de SFA – Soro Fetal Bovino (Gibco/Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) e as PMN, numa concentração de 3x105 de células. Foi 

designado que o volume final para cada poço deveria ser de 500 µL, sendo o maior 

volume do meio de R10, para que, no período de incubação, o meio evaporado dentro 

da estufa de CO2 não interferisse na viabilidade das células. As placas foram 

incubadas pelo período de 1 hora em estufa de CO2 a 37ºC. 

 Após a incubação, foram adicionados ao poço 4µL, dos anticorpos 

monoclonais estudados (anti-hMincle (10μg/mL), anti-hDectin-1 (10μg/mL) e MAb-

hMR(5μg/mL)). As placas foram fechadas e acondicionadas no gelo para o bloqueio 

do anticorpo. Todos os anticorpos são InVivoGen (San Diego, CA, USA). 

Após o período de incubação, os conídios foram adicionados nos poços, numa 

concentração de 15x105 (MOI 1:5). As placas foram incubadas novamente por 3 

horas, a 37°C, em estufa de CO2. Após esse tempo, as lamínulas foram retiradas, 

coradas com Giemsa e fixadas com resina para lâminas (ERV-MOUNT–CasaLab - 

Brasil), para posterior visualização em microscópio óptico (Nikon Eclipse E200). 
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4.6 Formação das NET   

 Previamente, os neutrófilos foram separados conforme o item 4.4 e ajustados 

numa concentração de 2x105 de células.  

Na placa de 24 poços, foram adicionadas lamínulas redondas (13mm) e, logo 

em seguida, foi inserida em cada poço a concentração de 2x105 de células em volume 

final de 500μL de RPMI (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), sem vermelho de fenol. 

A placa foi incubada por 1 hora, a 37°C, em estufa de CO2, para as células 

decantarem. 

Enquanto a placa foi incubada, microtubos (eppendorf) foram utilizados para 

colocar os estímulos bloqueadores de mincle, dectina-1 ou manose; o PMA foi 

utilizado como controle positivo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), enquanto 

células sem estímulos foram utilizadas como controle negativo. Foram empregados 

os respectivos anticorpos monoclonais: anti-hMincle (10μg/mL), MAb-hMR (5μg/mL), 

anti-hDectin-1 (10μg/mL) – todos da InVivoGen (San Diego, CA, USA). Esses 

microtubos permaneceram durante 1 hora no gelo, para o bloqueio. 

Estímulo de células: após 1 hora da incubação da placa no gelo, os estímulos 

(mincle, dectina-1 ou manose – bloqueados no gelo) foram inseridos em poços pré-

designados e a placa foi incubada novamente por 40 minutos, no gelo. Após este 

tempo, foram adicionados 50nM de PMA (controle positivo), 2x105 de células de PMN, 

sem estímulo, para controle negativo, e os conídios de T. rubrum numa proporção de 

1:5 (1 célula de PMN: 5 conídios); esta placa foi incubada novamente, por período de 

3 horas, a 37°C, em estufa de CO2. Após as 3 horas, 350 µl do sobrenadante foram 

guardados em microtubos e armazenados em freezer a -80ºC, para serem utilizados 

na quantificação das NET. Em cada poço da placa, foram adicionados 350 µl de PBS 

(Phosphate-buffered saline – InLab – Brasil) e 500 µl de formol 4%. 

 

4.7 Quantificação de IL-6, IL-1β, IL-10 e TNF-α 

  Citocinas produzidas no sobrenadante da cultura de neutrófilos, após 18 horas 

de incubação, foram dosadas pela técnica de ELISA, seguindo as recomendações do 

fabricante (BD Biosciences – San Jose, CA, USA). Placas com 96 poços foram 

sensibilizadas com anticorpo de captura diluído em tampão de carbonato e 
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armazenadas a 4ºC, de um dia para o outro. Após este período, as placas foram 

lavadas 3 vezes com PBS (0,5% de Tween 20 – InLab – Brasil) e foram bloqueadas 

com 200μL de PBS e 10% SFB (Gibco/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), por 1 hora, 

em temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas 3 vezes e incubadas 

com as amostras, por 2 horas, em temperatura ambiente. Após incubação, as placas 

foram lavadas 3 vezes e incubadas com anticorpo de detecção e conjugado 

estreptavidina – ambos diluídos em PBS+10%SFB, por 1 hora, em temperatura 

ambiente. Em seguida, após 3 lavagens, foi adicionado o substrato TMB 

(tetrametilbenzidina) e as placas foram incubadas, por 30 minutos, em temperatura 

ambiente, no escuro. Para bloqueio da reação, foi utilizado H3PO4 1M (ácido 

fosfórico). A leitura foi realizada em leitor de placa, em comprimento de onda de 450 

nm. A concentração das citocinas foi determinada executando-se paralelamente uma 

curva padrão, na qual as concentrações variaram de 3,91 a 250 pg/mL, para IL-1β, e 

de 9,38 a 600 pg/mL, para IL-6. Foram utilizados lipopolissacarídeos (LPS) de 

Escherichia coli (100ng/mL) e zimosan (8 μg/mL) como controles positivos, para a 

liberação de citocinas (ambos da Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). 

4.8 Ensaio de quimioluminescência – produção de ROS 

 Em uma placa de 96 poços (de fundo chato) (Corning Incorporated, USA), 

foram adicionados 1x105 de células PMN e em seguida, foi acrescentado PBS, 

completando 180 μL por poço. Também foram adicionados 20 μL do substrato luminol 

ou lucigenina (100μM) e 2 μL de PMA, 50nM) em cada poço, totalizando o volume 

final de 200 μL. A placa foi armazenada protegida da luz e a leitura foi realizada em 

aproximadamente 130 ciclos, programados no equipamento fluorímetro – Modelo 

FilterMax F5 (Molecular Devices) (LIM 49 – FMUSP). 

4.9 Quantificação das NET – Complexo MPO-DNA 

 A quantificação do complexo de MPO-DNA foi obtida através da cultura das 

NET obtida pelo protocolo de Colón et al. (2019). Adiciona-se 1x105 células de 

neutrófilos em uma placa de 96 poços, e em seguida, o anti-MPO (AB25989) (5 

μg/mL; Abcam, Cambridge, Reino Unido). Através dessa cultura, o sobrenadante é 

utilizado para mensurar a quantidade de MPO-DNA, utilizando o kit Quant-iTTM 

PicoGreen® (Invitrogen, Waltham, MA,EUA), de acordo com as instruções do 
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fabricante. A intensidade de fluorescência foi quantificada em um leitor de placas 

FlexStation 3 (Molecular Devices, San Jose, CA, EUA) e a faixa de intensidade 

aplicada foi de 488nm e emissão em 525nm.  

 

4.10 Análise estatística 

Os dados foram analisados estatisticamente, utilizando-se o software 

GraphPad Prism – versão 3 para Windows (San Diego, CA, USA – 

www.graphpad.com). Os resultados foram obtidos com média *s.e.m. One Way 

(ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni, sendo o valor de p < 0,05, considerado 

estatisticamente significativo. 
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5. RESULTADOS 

Dados protegidos. 
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