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RESUMO 

 

ALMEIDA, J. R. F. Caracterização e avaliação da capacidade protetora dos peptídeos 

imunogênicos de Sporothrix brasiliensis. Tese (Doutorado em Ciências). Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo, São Paulo, Brasil, 2017. 

 

 

A esporotricose é uma doença crônica que envolve o tecido subcutâneo afetando seres 

humanos e animais, causada pelo fungo termodimórfico Sporothrix spp.. A esporotricose é 

endêmica na América latina, principalmente no Brasil que teve o maior surto zoonótico já 

registrado, ocorrendo na cidade do Rio de Janeiro. A espécie Sporothrix brasiliensis é a 

mais diagnosticada no surto e a mais virulenta entre as especies de Sporothrix spp., 

causando formas mais graves da doença. A esporotricose em gatos é endêmica, fatal e um 

dos principais fatores pelo alto número de casos no Rio de Janeiro. O tratamento é longo e 

não vem sendo o suficiente para conter o número de casos da doença. Uma vacina contra a 

esporotricose poderia mudar esse paradigma no Brasil. O presente trabalho obteve o 

proteoma da cepa S. brasiliensis 5110 por meio de uma eletroforese 2D, e caracterizou e 

identificou as possíveis proteínas imunogênicas do fungo por espectrometria de massa. Por 

meio de programas de predição, foi avaliado e sintetizado 7 sequências de aminoácidos,das 

proteínas identificadas com maiores chances de se acoplar a molécula MHC de classe II. 

Apenas 3 foram capazes de induzir proliferação in vitro, os peptídeos ZR3, ZR4 e ZR8, que 

foram utilizados como vacina na esporotricose subcutânea e avaliados sua eficácia por meio 

da carga fúngica, diâmetro das lesões, perfil celular e níveis de citocinas. Neste trabalho 

concluímos que o peptídeo ZR8 foi o melhor candidato à vacina na esporotricose, pois foi 

capaz de diminuir o diâmetro das lesões, aumentar os níveis de citocinas protetoras (IFN-, 

IL-17A e IL-1 e aumentar o número de células TCD4+ e CD3-/CD19+, sendo assim 

induzindo uma resposta imunológica protetora na esporotricose subcutânea.  

 

 

Palavras chaves:Vacina; Sporothrix brasiliensis; Esporotricose, Imunoproteômica.  

  

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

ALMEIDA, J. R. F. Characterization and evaluation of the protective capacity of the 

immunogenic peptides of Sporothrix brasiliensis. Thesis (Phd in Science). Faculty of 

Pharmaceutical Sciences, University of São Paulo, São Paulo, Brazil, in 2017. 

 

Sporotrichosis is a chronic disease, which involves the subcutaneous tissue affecting 

humans and animals caused by the thermodymorphic fungus Sporothrix spp. Sporotrichosis 

is endemic in Latin America, mainly in Brazil that had the largest zoonotic outbreak ever 

recorded, occurring in the city of Rio de Janeiro. The Sporothrix brasiliensis is the species 

more diagnosed in the outbreak and most virulent, causing severe forms of the disease. 

Sporotrichosis in cats is endemic, fatal and the main factors due to the high number of cases 

of the disease in Rio de Janeiro. The treatment is long, and has not been enough to contain 

the number of cases of sporotrichosis. A vaccine against sporotrichosis could change this 

paradigm in Brazil. The present work obtained the proteome of S. brasiliensis 5110 strain by 

2D electrophoresis, and characterized and identified possible immunogenic proteins by mass 

spectrometry. By prediction programs were evaluated and synthesized 7 peptide sequence 

from antigenic proteins that have the highest chances of coupling to the MHC class II 

molecule. From these 7 peptides only 3 were able to induce proliferation in vitro, called ZR3, 

ZR4 and ZR8 peptides, that were used as a vaccine in subcutaneous sporotrichosis and 

evaluated their efficacy through fungal load, lesion diameter, cell profile and cytokine levels. 

We conclude that ZR8 peptide was the best candidate for sporotrichosis vaccine, since it 

was able to decrease the lesion diameter, increase the levels of protective cytokines (IFN-, 

IL-17A and IL-1) and increase the number of CD4+ T cells and CD3-/CD19+ inducing a 

protective immune response in subcutaneous sporotrichosis. 

 

 

Key words: Vacine; Sporothrix brasiliensis; Sporotrichosis; Immuneproteomics. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1  Sporothrix spp.  

 

Esporotricose é uma micose subcutânea crônica que afeta humanos e animais. É 

causada pelo fungo termodimórfico Sporothrix spp. e é considerada a micose subcutânea 

mais frequente na Ámerica latina (DÍAZ, 1989). 

O primeiro relato da esporotricose foi feito por Benjamin Robinson Schenck, em 1898 

no Johns Hopkins Hospital em Baltimore (Estados Unidos), o fungo foi isolado a partir de 

nódulos ulcerosos no dedo e no antebraço de um paciente de 36 anos. O patologista Erwin 

Smith concluiu que o fungo pertencia ao gênero Sporotrichum (SCHENCK, 1898). O 

segundo relato da esporotricose foi em um menino que sofreu uma lesão no dedo com um 

martelo em 1900, nesse caso foi proposto a denominação atual do fungo Sporothrix 

schenckii (S. schenckii) (HEKTOEN; PERKINS, 1900). No Brasil, a esporotricose foi relatada 

por LUTZ; SPLENDORE (1907) que descreveram a doença em humanos e em ratos, 

demonstrando a presença de corpos asteróides nos tecidos que foram úteis para o 

diagnóstico histopatológico da esporotricose. 

O Sporothrix spp. é um fungo que apresenta dimorfismo térmico, a forma miceliana 

(saprófita) e a forma de levedura (parasitária) (HOWARD, 1961). Esta transição, induzida 

por temperatura, é uma importante adaptação morfológica para a infecção em mamíferos 

(OROFINO-COSTA et al., 2017). 

A forma miceliana é encontrada na natureza ou quando cultivado a 25ºC. 

Microscopicamente observa-se um composto de hifas hialinas, septadas, ramificadas, com 1 

à 2 µm de largura. Essas hifas contêm conidióforos finos que no ápice possuem uma 

pequena vesícula com dentículos, capazes de produzir conídios de 2 a 4 µm organizados 

em grupos parecidos com “flores de margaridas”, uma característica importante do 

Sporothrix spp. (LACAZ et al., 1998; LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006; 

ALMEIDA, R., 2008). 

Quando presente no tecido do hospedeiro o fungo apresenta-se na forma de 

levedura. Essa forma é encontrada próxima aos granulomas, geralmente em formato 

alongado, fusiforme, semelhante a um charuto. Microscopicamente é observado formas 

arredondadas ou ovais, com 2 à 6 µm de diâmetros com pequenas células em brotamento 

(MENDONCA et al., 1976; KENYON; RUSSELL; MCMURRAY, 1984; LACAZ et al., 1998; 

SIDRIM; ROCHA, 2004; MEHTA et al., 2007; ALMEIDA, R., 2008).  

Por mais de 100 anos o S. schenckii foi descrito como a única espécie responsável 

pela esporotricose. Entretanto, em 2006, por meio de análises filogenéticas                                                                               
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na sequência dos genes da calmodulina, foi possível determinar novas espécies de 

Sporothrix spp. (MARIMON et al., 2006; MARIMON et al., 2007). 

Diferenças fenotípicas também foram observadas nas novas espécies, como 

características macroscópicas, assimilação de açucares, presença de conídios sésseis, a 

capacidade de crescer a 37°C, resistência ao pH e virulência (FERNANDES, G. F. et al., 

2009). De acordo com DE BEER; DUONG; WINGFIELD (2016), para facilitar futuros 

estudos dentro das espécies de Sporothrix spp., definiram seis complexos de espécies no 

gênero Sporothrix: 1- Complexo S. gossypina; 2- Complexo S. stenoceras; 3- Clado 

patogênico; 4- Complexo S. inflata; 5- Complexo S. candida e 6- Complexo S. pallida. 

Clinicamente as espécies também podem ser separados em clado patogênico (Agentes 

patogênicos em humanos), incluindo Sporothrix brasiliensis (S. brasiliensis), S. schenckii, 

Sporothrix globosa (S. globosa) e Sporothrix luriei (S. luriei) e clado ambiental (patógenos 

que raramente afetam humanos), que inclui os outros 5 complexos de Sporothrix, sendo 

espécies ambientais, estando presentes, principalmente, no solo, madeiras e matérias 

vegetais.  

As espécies do clado patogênico são comuns em casos de esporotricose humana e 

animal, porém existem diferenças na forma de transmissão, virulência e na distribuição 

geográfica. S. schenckii e S. globosa são cosmopolitas e a transmissão ao hospedeiro é via 

ambiental, por meio da inoculação de conídios do fungo no tecido subcutâneo, presente em 

plantas ou solo contaminado (ZHANG, Y et al., 2015; RODRIGUES; DE HOOG; DE 

CAMARGO, 2016). A espécie S. globosa é mais relatada nos casos de esporotricose na 

Ásia, principalmente na China, enquanto a espécie S. schenckii tem distribuição mundial, 

sendo a espécie mais encontrada em áreas endêmicas como Austrália e África do Sul 

(ZHANG, Y et al., 2015). Entre as espécies no clado patogênico, S. luriei é a menos 

virulenta, e a menos encontrada em casos de esporotricose humana (MARIMON et al., 

2008). No Brasil S. brasiliensis é a espécie predominante, e a principal espécie na 

transmissão zoonótica da esporotricose (RODRIGUES et al., 2013; RODRIGUES; DE 

HOOG; DE CAMARGO, 2016). 

A espécie S. schenckii está relatada com infecções benignas na esporotricose e com 

virulência moderada em modelos animais, já a espécie S. brasiliensis é altamente virulenta e 

esta associada a casos graves da doença (CASTRO et al., 2013; FERNANDES, G. F. et al., 

2013; FREITAS, D. F. et al., 2015a; FREITAS, D. F. et al., 2015b; PAIXÃO et al., 2015; 

CLAVIJO-GIRALDO et al., 2016). Diferentemente da espécie S. schenckii, as espécies S. 

brasiliensis e S. globosa estão mais adaptadas em infecções em mamíferos e menos 

suscetíveis ao antifúngico itraconazol (FISCHMAN et al., 2012; ISHIDA et al., 2014; ZHANG, 

Y et al., 2015; RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGO, 2016; GREMIÃO, I. D. F. et al., 

2017).  
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1.2  Esporotricose 

 

A esporotricose é uma micose subcutânea crônica, que em alguns casos pode 

evoluir para casos disseminados. A transmissão da doença está associada à inoculação de 

conídios ou leveduras no tecido subcutâneo por meio de um trauma envolvendo vegetais em 

decomposição ou arranhões de gatos doentes ou contaminados pelo fungo (OROFINO-

COSTA et al., 2017). Por muito tempo a transmissão da doença foi relacionada estritamente 

a um trauma no tecido subcutâneo, porém já existem alguns relatos de transmissão pelas 

vias aéreas (ENGLAND; HOCHHOLZER, 1987; PADHYE et al., 1992; OROFINO-COSTA et 

al., 2013)  

Algumas atividades como jardinagem, agricultura, horticultura, pescaria, caça, 

mineração entre outras, estão associadas com a esporotricose (DE LIMA BARROS; DE 

ALMEIDA PAES; SCHUBACH, 2011). No momento, devido à evidência da transmissão 

zoonótica, veterinários, técnicos de veterinária e proprietários de gatos são considerados 

uma nova categoria de risco para a aquisição da doença (DE LIMA BARROS; DE ALMEIDA 

PAES; SCHUBACH, 2011). Profissionais de laboratório, que manipulam culturas de 

Sporothrix spp., também pertencem ao grupo de risco (THOMPSON; KAPLAN, 1977; 

COOPER; DIXON; SALKIN, 1992).  

No início do século, a esporotricose teve alta prevalência na França e nos Estados 

Unidos. Atualmente possui distribuição mundial, porém é mais relatada em países da 

América Latina (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006). A esporotricose é a 

micose subcutânea mais frequente na América Latina, onde pode ser considerada endêmica 

(DÍAZ, 1989). Em áreas rurais do Peru, foram registrados 238 casos de esporotricose no 

ano 2000, 60% dos casos ocorreram em crianças menores de 15 anos de idade (PAPPAS 

et al., 2000). Na área montanhosa de Abancay no Peru teve a incidência de 

aproximadamente 60 casos por 10000 habitantes de 1995 a 1997 (BUSTAMANTE; 

CAMPOS, 2001). Nos Estados Unidos ocorreram microepidemias em épocas recentes, nos 

anos 80 durante um reflorestamento e nos anos 90 durante uma festa de Halloween, por 

meio de contato com feno contaminado (CONTROL, 1988; DOOLEY; BOSTIC; BECKIUS, 

1997). Além do continente americano, outros países possuem regiões consideradas áreas 

endêmicas, como a Índia, Austrália, Japão e África do Sul (PAPPAS et al., 2000; 

BUSTAMANTE; CAMPOS, 2001). Na cidade de Johannesburg na África do Sul, entre 1941 

e 1944, cerca de 3000 mineradores contrairam esporotricose pela presença do fungo nas 

vigas de madeira da estrutura da mina (HELM; BERMAN, 1947). Recentemente, temos 

surtos de esporotricose descritos na China envolvendo a colheita de cana e milho, sendo 

causado principalmente pela espécie S. globosa (SONG et al., 2013). No Brasil, a 

esporotricose é mais frequente nas regiões sul e sudeste, sendo São Paulo, Rio de Janeiro, 
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Paraná e Rio Grande do Sul os estados com maior incidência (SCHUBACH, A.; DE LIMA 

BARROS; WANKE, 2008; DE LIMA BARROS; DE ALMEIDA PAES; SCHUBACH, 2011). 

A transmissão zoonótica da esporotricose ganhou grande importância depois de 

casos relatados no Brasil, que se diferencia de outros surtos que já ocorreram em outras 

partes do mundo, onde a fonte da infecção é o solo e matéria vegetal em decomposição. 

Alguns casos de transmissão da esporotricose por animais já foram descritos em outros 

paises, envolvendo acidentes com cobras, aves, esquilos e a caça do tatu 

(SARAVANAKUMAR; ESLAMI; ZAR, 1996). Entretanto, no Brasil a transmissão da doença 

por gatos provocou uma epidemia de grande proporção no Rio de janeiro (BARROS, 

MÔNICA BASTOS DE LIMA et al., 2004). Apesar de já ter sido registrado a transmissão da 

doença por cães, cavalos, esquilos e tatus, os gatos são os principais transmissores 

zoonóticos da esporotricose (KAUFFMAN et al., 2000; SCHUBACH, T. et al., 2003).   

 O maior surto zoonótico da esporotricose ocorreu no estado do Rio de Janeiro 

(SCHUBACH, A. O.; SCHUBACH; BARROS, 2005). De acordo com o Instituto de Pesquisa 

Clínica Evandro Chagas, Fiocruz, entre 1998 e 2009 fora registrados mais de 2000 casos 

em seres humanos e 3000 casos em gatos (DE LIMA BARROS; DE ALMEIDA PAES; 

SCHUBACH, 2011). Em outro estudo, entre 1998 e 2001, cerca de 86% dos casos de 

esporotricose registrados foram de pacientes que tiveram contato profissional ou doméstico 

com gatos contaminados (BARROS, MÔNICA BASTOS DE LIMA et al., 2004). Por conta 

disso, a doença se tornou endêmica no estado do Rio de Janeiro. E atualmente, a situação 

da esporotricose no Estado do Rio de Janeiro é alarmante. Houve um aumento de 400% no 

número de casos de esporotricose felina em 2016, quando comparados a 2015, revelando a 

expansão significativa da doença. No ano de 2016 foram feitos cerca de 13500 

atendimentos de casos com esporotricose, 10000 a mais do que o ano anterior 

(SUBSECRETARIA DE VIGILÂNCIA, FISCALIZAÇÃO SANITÁRIA E CONTROLE DE 

ZOONOSES DA PREFEITURA DO RIO DE JANEIRO, 2017). Desde 2013, a notificação da 

esporotricose é obrigatória no estado do Rio de Janeiro, mas não nos outros estados 

brasileiros (OROFINO-COSTA et al., 2017). 

Outros estados brasileiros também demonstraram aumento no numero de casos de 

esporotricose. Durante 2011-2014, foram notificados 163 casos de esporotricose felina em 

São Paulo, com cultura de S. brasiliensis. Verificou-se a predominância de casos na região 

sudeste, especificamente nos distritos de Itaquera e Itaim Paulista (MONTENEGRO et al., 

2014). Esses dados são preocupantes e mostram que a esporotricose zoonótica, embora 

registrada em outros países, obteve uma magnitude imensa no Brasil, não registrada em 

nenhum outro lugar anteriormente. 

De acordo com alguns autores, o comportamento felino é o responsável por ter 

tornado os gatos os grandes vetores na transmissão zoonótica da esporotricose. As fêmeas 
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costumam atrair os machos que brigam entre si. Nestas ocasiões, animais doentes 

transmitem o fungo pelo contato direto com as lesões ou pelos ferimentos produzidos por 

mordeduras ou arranhões (DA CRUZ, 2013; MONTENEGRO et al., 2014). Diferentemente 

de cachorros, que se fixam nos locais onde vivem, os gatos ocasionalmente transitam em 

locais diferentes, caçando pássaros ou ratos e se relacionando com outros gatos, depois 

retornam para casa (CHAVES et al., 2013). Um fator importante para o surto ser 

consequente nos gatos, é a questão socioeconômica. As pessoas, que residem em áreas 

negligenciadas, recolhem gatos (sadios e doentes) das ruas e abrigam em suas 

comunidades formando colônias numerosas, sem qualquer controle sanitário.  Quando os 

animais vão a óbito, acabam sendo abandonados nas ruas ou enterrados em terrenos 

próximos, que permite a volta do fungo ao meio ambiente, favorecendo o contato com outros 

gatos selvagens (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006; BARROS, MONICA 

BASTOS DE LIMA et al., 2010; FREITAS, D. F. S. et al., 2010; CHAVES et al., 2013). Foi 

demonstrado que 70% dos pacientes com suspeita de esporotricose haviam abandonado ou 

dado um destino inadequado ao seu gato doente (MCG, 2011). 

SCHUBACH, T. et al. (2001) isolaram Sporothrix spp. das unhas e cavidades orais 

de 148 gatos domésticos com esporotricose e 84 gatos aparentemente saudáveis no estado 

do Rio de Janeiro, demonstrando que a transmissão pode ocorrer por meio de arranhões ou 

mordidas destes animais, que não necessariamente tenham uma lesão cutânea de 

esporotricose. Outro fator sobre a alta incidência da transmissão zoonótica pelos gatos pode 

ser justificado pelo possível inóculo de leveduras e não de conídios ou fragmentos de hifa. O 

fato de não haver a necessidade da transformação de hifa em levedura pode justificar as 

formas mais graves da doença (FERNANDES, K. et al., 2000). 

O perfil epidemiológico da esporotricose é caracterizado principalmente por crianças, 

idosos e mulheres. Esses grupos geralmente têm contatos mais frequentes com gatos 

(OROFINO-COSTA et al., 2017). Existem diversas manifestações clínicas da esporotricose, 

vários fatores são capazes de influenciar as formas clínicas da doença, como a quantidade 

de inóculo, estado do sistema imune do hospedeiro, a virulência do isolado e profundidade 

da lesão. Podemos dividir as formas clínicas da esporotricose em forma cutânea (Fixa, 

linfocutânea e disseminada), mucosa, extracutânea e residuais/formas especiais (LOPES-

BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006). 

Na forma cutânea, a infecção geralmente aparece após uma inoculação traumática 

do fungo no tecido subcutâneo. A lesão pode ser nodular ou ulcerada apenas no local de 

inoculação do fungo  ou seguir uma trajetória linfática caracterizada por lesões nodulares 

que ulceram, constituindo a forma cutânea  fixa ou a forma linfocutânea, respectivamente, 

sendo a forma linfocutânea a mais frequente na esporotricose (cerca de 80%)   (STALKUP; 

BELL; ROSEN, 2002; SIDRIM; ROCHA, 2004). A forma cutânea disseminada é observada 
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principalmente em pacientes imunossuprimidos, é caracterizada por lesões múltiplas que 

inicialmente aparecem como nódulos subcutâneos e então podem evoluir para pápulas, 

pústulas ou úlceras (SHAW; LEVINSON; MONTANARO, 1989; DONABEDIAN et al., 1994).  

Na forma mucosa, o fungo pode afetar a região da mucosa nasal, apresentando lesões no 

septo com a drenagem de secreções sanguinolentas. Na região da conjuntiva dos olhos, 

onde além de uma lesão granulomatosa, ocorre a secreção de um líquido seroso-purulento 

com vermelhidão nos olhos (HAMPTON; ADESINA; CHODOSH, 2002; SCHUBACH, A. O.; 

SCHUBACH; BARROS, 2005; DE LIMA BARROS et al., 2008). A forma extracutânea pode 

ser dividida em ósteo-articular, pulmonar, meningea e generalizada. A esporotricose ósteo-

articular, pode começar como uma artrite associada ou não a lesões cutâneas (COSTA et 

al., 2008). Os pulmões podem ser afetados por meio da inalação ou pela diseminação 

hematogênica do fungo. Os sintomas comuns são tosse e dispnéia (ENGLAND; 

HOCHHOLZER, 1987; PADHYE et al., 1992). Alguns fatores que prejudiquem a resposta 

imune, como alcoolismo, transplante de órgãos, diabetes mellitus e imunodeficiências 

podem levar o paciente a ter esporotricose no sistema nervoso central e manifestações 

sistemicas, que são fatais (VILELA et al., 2007; FREITAS, D. F. S. et al., 2012). Em alguns 

casos, pacientes apresentam cura espontânea, enquanto outros desenvolvem 

hipersensibilidade como eritema nodoso, eritema multiforme e síndrome de Sweet devido a 

uma resposta imune exacerbada contra o fungo (OROFINO‐COSTA et al., 2010; FREITAS, 

D. F. S. et al., 2012; ZHANG, YAQIN; PYLA, 2014). 

A escolha do tratamento na esporotricose depende essencialmente da forma clínica 

e o estado imunológico do hospedeiro. Os medicamentos mais utilizados no tratamento da 

esporotriose são itrazonazol, iodeto de potássio, terbinafina e anfotericina B (OROFINO-

COSTA et al., 2017). O itraconazol é considerada o fármaco de escolha no tratamento, 

devido à sua eficácia, segurança e conveniência posológica (200 mg/dia via oral) 

(KAUFFMAN et al., 2007). O tratamento da esporotricose dura normalmente 6 meses. A 

anfotericina B pode ser utilizada no regime de manutenção da terapia, juntamente com 

itraconazol, sendo essa a melhor opção para o tratamento da esporotricose disseminada 

(KAUFFMAN et al., 2007). Relatos do uso da anfotericina B nos gatos são bem escassas, 

devido aos efeitos adversos causados (GREMIÃO, I. D. et al., 2015). O tratamento na 

esporotricose felina é muito complicado. O tratamento com Itraconazol é por via oral e os 

gatos são bem resistentes em ingerir medicamentos, ficando estressados e arranhando 

seus donos, transmitindo a doença. Pelo fato do tratamento ser longo, no mínimo 3 meses, 

muitos donos acabam desistindo do tratamento e abandonando o gato doente. As medidas 

epidemiológicas que ajudam no controle da transmissão zoonótica da esporotricose é 

castrar e tratar gatos doentes, bem como informar responsabilidade ao dono em cuidar do 

animal e o conhecimento da esporotricose. Gatos infectados que venham a falecer devem 
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ser incinerados, em vez de serem enterrados, evitando assim a difusão em S. brasiliensis no 

solo e na natureza (OROFINO-COSTA et al., 2017). 

 

1.3  Virulência do Sporothrix spp. 

 

A virulência é a capacidade intrínseca que difere microrganismos patogênicos de não 

patogênicos. Em indivíduos com o sistema imunológico competente, a virulência é 

responsável pelo momento em que a relação entre o patógeno e o hospedeiro resulta em 

prejuízo ao hospedeiro, causando assim a doença. A virulência também pode ser medida 

através da mortalidade, induzida pelo patógeno ou pelo seu poder invasivo nos tecidos, do 

hospedeiro (TRABULSI; ALTERTHUM, 2004). Nos últimos anos vários estudos têm 

demonstrado uma diversidade de fatores de virulência em fungos, tais como 

termotolerância, ergosterol, melanina e moléculas de adesão (HOGAN; KLEIN; LEVITZ, 

1996).  

Alguns fatores de virulência do Sporothrix spp. são bem conhecidos e semelhantes a 

outros fungos patogênicos, como por exemplo, a termotolerância. Foi demonstrado que 

alguns isolados de formas mais brandas da doença, forma cutânea fixa, são incapazes de 

crescer a 37ºC, diferentemente de formas mais invasivas da esporotricose, como a forma 

linfocutânea e disseminada (TACHIBANA; MATSUYAMA; MITSUYAMA, 1999; TACHIBANA 

et al., 2001; MESA-ARANGO et al., 2002). O dimorfismo é uma característica importante na 

virulência de fungos patogênicos. A transição de hifa para levedura promove aterações na 

parede celular, expondo componentes antigenicos envolvidos na virulência do fungo (KLEIN; 

TEBBETS, 2007). O ergosterol, presente na membrana celular do fungo, é capaz de reagir 

com o peróxido de hidrogênio, produzido pelo macrófago, formando peróxido de ergosterol, 

sendo este um mecanismo de evasão do fungo (DA GRAÇA SGARBI et al., 1997). A 

melanina protege o fungo contra condições adversas, tais como, radiação UV, aumento da 

temperatura e espécies reativas de oxigênio (CASADEVALL, ARTURO, 2007). A melanina 

promove resistência do fungo contra a fagocitose (ROMERO-MARTINEZ et al., 2000). Foi 

demonstrado que o S. schenckii, com presença de melanina em sua parede, é capaz de ter 

uma grande capacidade invasiva e promover a formação de granulomas multifocais, ao 

contrário de uma cepa albina, com o mesmo perfil genotípico (DE LIMA BARROS; DE 

ALMEIDA PAES; SCHUBACH, 2011). A produção da melanina ocorre por meio de 

compostos fenólicos como a L-DOPA (ALMEIDA-PAES et al., 2009). Corroborando com 

isso, foi demonstrada uma possível modulação na produção de melanina pela composição 

do meio de cultura utilizado no cultivo do fungo, alterando assim o seu perfil de virulência 

(TEIXEIRA, P. A. C. et al., 2010). A espécie S. brasiliensis possui rápida melanização e altos 

níveis de pigmentação (ALMEIDA-PAES et al., 2015).  
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Em diversos trabalhos, foi observado que S. brasiliensis é a espécie mais virulenta 

dentro do gênero Sporothrix spp., (ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009; FERNANDES, et 

al., 2013; CASTRO et al., 2013; ALMEIDA-PAES et al., 2015; DE ALMEIDA et al., 2015; 

DELLA-TERRA et al., 2017). Em ensaios de mortalidade, uma infecção intravenosa com S. 

brasiliensis causou óbito nos camundongos em 25 dias (ISHIDA et al., 2014; MARIO et al., 

2015). A espécie S. brasiliensis está associado com formas mais graves da doença, isso 

defende a teoria que formas clínicas mais severas da esporotricose podem ser ocasionadas 

por fatores de virulência intrínsecos do fungo (TACHIBANA; MATSUYAMA; MITSUYAMA, 

1998; BRITO et al., 2007; TEIXEIRA, P. A. N. C. et al., 2009).  

Um ponto importante na avaliação da virulência de um patógeno é a de adesão nas 

células do tecido hospedeiro, representando um avanço no processo de invasão, para que 

assim se estabeleça a doença (VARTIVARIAN, 1992). Os componentes da parede celular 

fúngica interagem com os componentes da matriz extracelular do hospedeiro, tal aderência 

está associada às adesinas, que se ligam principalmente a fibronectina, laminina e colágeno 

tipo 2 (LIMA, O. et al., 1999). A fibronectina e a laminina se ligam fortemente em leveduras 

do S. schenckii, diferentemente dos conídios do fungo (LIMA, O. C. et al., 2004). A 

expressão das adesinas é diretamente proporcional com a virulência (LIMA, O. et al., 1999; 

LIMA, O. C. et al., 2001; LIMA, O. C. et al., 2004; TEIXEIRA, P. A. N. C. et al., 2009). 

Proteinases produzidas extracelularmente, como por exemplo, as proteinases 1 e 2, 

apresentam a propriedade de hidrolisar o extrato córneo, ajudando na invasão do fungo no 

tecido do hospedeiro (TSUBOI et al., 1987).  

Nosso laboratório identificou a principal proteína antigênica do Sporothrix spp., uma 

adesina a partir da cepa S. schenckii M-64, previamente isolada de um caso de 

esporotricose linfocutânea. Essa adesina é uma glicoproteína com a massa molecular de 70 

kDa (GP70), estando presente na superfície e no exoantígeno do fungo (NASCIMENTO; 

ALMEIDA, 2005; NASCIMENTO et al., 2008). Foi identificada uma glicoproteína similar a 

identificada pelo nosso laboratório, que foi purificada e observado um pI (ponto isoelétrico) 

de 4,1 e cerca de 5,7% da sua massa molecular composta de N-glicanos (RUIZ-BACA et al., 

2009). 

Nosso grupo desenvolveu um modelo de tratamento da esporotricose, utilizando um 

anticorpo monoclonal, denominado mAbP6E7 (Anticorpo monoclonal P6E7), um anticorpo 

monoclonal contra uma proteína fúngica antigênica GP70 (NASCIMENTO et al., 2008). O 

mAbP6E7 é eficaz em modelos profilático e terapêuticos contra a esporotricose causada por 

S. schenckii e S. brasiliensis (NASCIMENTO et al., 2008; DE ALMEIDA, J. R. F. et al., 

2015). Foi desenvolvido um anticorpo humanizado do mAbP6E7 recentemente, que foi 

capaz de aumentar a fagocitose em monócitos humanos e reduzir a carga fúngica em um 
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modelo murino de esporotricose (DE ALMEIDA, J. R. et al., 2017). Demonstrando que a 

GP70 é um importante alvo terapêutico no tratamento da esporotricose.   

 

1.4 Interação fungo-hospedeiro 

 

A resposta imunológica do hospedeiro é essencial na progressão da esporotricose 

(MAIA et al., 2006; CARLOS et al., 2009). A resposta imunológica pode ser dividida em inata 

e adquirida. A resposta imune inata é a primeira linha de defesa do hospedeiro, onde os 

PRRs (Receptor de reconhecimento padrão) reconhecem os PAMPs (Padrões moleculares 

associados a patógenos) induzindo uma resposta rápida e essencial nas horas iniciais da 

infecção. Já a resposta adaptativa é uma resposta tardia mediada, principalmente, por 

linfócitos T e B que induzem uma resposta celular e humoral, respectivamente (ROMANI, 

2011). 

As APCs (Células apresentadoras de antígenos) como, macrófagos, células 

dendríticas e linfócitos B, são capazes de reconhecer e fagocitar o fungo. Para que ocorra o 

reconhecimento pelas células do hospedeiro, é necessário que os PAMPs, presente na 

superfície do fungo, sejam reconhecidos pelos PRRs, localizados na superfície das APCs, 

promovendo uma série de reações, como a fagocitose do fungo (BUZÁS et al., 2006). Após 

a fagocitose, as proteínas imunogênicas do fungo são processadas pelos fagócitos e 

apresentadas para os linfócitos T, gerando células efetoras e de memória contra o 

patógeno. A apresentação do antígeno ocorre pela molécula de MHC (Complexo principal 

de histocompatibilidade) de classe I e do MHC de classe II que primam linfócitos TCD8+ e 

TCD4+ respectivamente. Depois da ativação, as células TCD4+ se diferenciam em Th1, Th2, 

Th17 (Linfócitos T helper) ou Treg (Linfócitos regulatórios) com produção de diferentes 

citocinas, gerando diferentes tipos de respostas (WÜTHRICH; DEEPE JR; KLEIN, 2012). A 

produção de determinadas citocinas é essencial para que ocorra a formação do granuloma, 

que é um componente essencial na defesa do hospedeiro contra o fungo (TACHIBANA; 

MATSUYAMA; MITSUYAMA, 1999; UENOTSUCHI et al., 2006). Os linfócitos TCD4+ e os 

macrófagos, assim como a produção de IFN- (Interferon), são necessários para a formação 

do granuloma (TACHIBANA; MATSUYAMA; MITSUYAMA, 1999). Apesar de existir poucos 

estudos relatando a importância das células TCD8+ na esporotricose, sabe-se que, 

juntamente com os linfócitos TCD4+, essa célula está presente no granuloma (TACHIBANA; 

MATSUYAMA; MITSUYAMA, 1999; KOGA; DUAN; FURUE, 2002). 

Os macrófagos desempenham papel essencial na resposta inata dentro da 

esporotricose. A ativação dos macrófagos induz a fagocitose e promove a produção de 

citocinas pró-inflamatórias, tais como, IL-6 (Interleucina), TNF- (Fator de necrose tumoral) 
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e IL-1, aumentando a atividade microbicida dos macrófagos por meio de ROS (Espécies 

reativas de oxigênio) como NO (Óxido nítrico), que é altamente citotóxica para o S. schenckii 

(CARLOS et al., 2003). Os conídios de S. schenckii induzem baixa produção de ROS 

favorecendo a transição dimórfica de conídios para leveduras (GUZMAN-BELTRAN et al., 

2012). Os receptores de manose tem participação no reconhecimento do S. schenckii, 

promovendo uma resposta Th1 no decorrer da doença (GUZMAN-BELTRAN et al., 2012).  

O receptor de manose também está relacionado a uma resposta Th1 em outras doenças 

causadas por fungos (ROMANI, 2011). O papel da dectina-1 também foi investigado na 

esporotricose, onde o reconhecimento da -1-3-glucana induz um aumento na produção de 

citocinas como IL-1 e IL-18 (GONÇALVES et al., 2017). O aumento de IL-1 e IL-18 na 

esporotricose esta relacionado à ativação da caspase-1, sugerindo a participação do 

inflamassoma e de receptores NOD (Domínio oligomerizado de nucleotídeo) (JELLMAYER 

et al., 2017). 

Os TLRs (Receptores do tipo toll) fazem parte de uma família de receptores 

transmembrânicos conservados que contêm um domínio externo a membrana com 

sequências ricas em leucina particulares para cada TLR (PANDEY; KAWAI; AKIRA, 2015). 

Estudos recentes demonstraram que extratos lipídicos das leveduras de S. schenckii se 

ligam em TLR4 e essa interação leva indução de ROS (CARLOS et al., 2009; SASSÁ, 

MICHELI FERNANDA et al., 2012). Macrófagos provenientes de animais nocautes em TLR4 

foram incapazes de produzir altos níveis de citocinas, tais como, IL-1, IL-12 e TNF- 

(SASSÁ, MICHELI F et al., 2009). KAJIWARA et al. (2004) defendem que o TLR4 é o 

principal receptor contra o S. schenckii na forma cutânea localizada, pois é capaz de induzir 

uma resposta Th1, com a produção de citocinas pró-inflamatórias.  

Vários estudos relatam a importância da resposta imune celular na esporotricose, 

pacientes com alguma deficiência nesse tipo de resposta, apresentam formas mais graves 

da doença (FREITAS, D. F. et al., 2015b). Em modelo de esporotricose experimental, foi 

demonstrada que a transferência de timócitos para camundongos atímicos tornou esses 

camundongos resistentes a doença (PLOUFFE JR et al., 1979; DICKERSON; TAYLOR; 

DRUTZ, 1983). A ausência de uma resposta imune adaptativa aumenta a mortalidade na 

esporotricose experimental (KAJIWARA et al., 2004). Os linfócitos T CD4+ secretam diversas 

citocinas, como IFN-, TNF- e IL-17A que determinam a resistência do hospedeiro contra 

infecções fúngicas, como paracoccidioidomicose, coccidioidomicose, aspergilose e 

candidíase (WÜTHRICH et al., 2015; TRAVASSOS; TABORDA, 2017). A resposta do tipo 

Th1 é caracterizada pela liberação de IFN-, um forte ativador de macrófagos, que é 

fundamental no controle da esporotricose (UENOTSUCHI et al., 2006; POULIOT et al., 

2008).  
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As células Th17 estão envolvidas na ativação e no reparo das barreiras epiteliais, e 

por meio da secreção da IL-17A, são cruciais na defesa contra fungos (ROMANI, 2011).  Na 

esporotricose, a depleção de citocinas secretada pelas células Th17 ocasionou o aumento 

da carga fúngica (FERREIRA et al., 2015). A IL-17A está associada ao recrutamento de 

neutrófilos, que são importantes no controle da esporotricose (KAJIWARA et al., 2004). Os 

neutrófilos são capazes de destruir o fungo logo após sua invasão no tecido hospedeiro, 

através da fagocitose e de liberação de ROS (CUNNINGHAM; BULMER; RHOADES, 1979; 

REX; BENNETT, 1990). Uma resposta imune mista Th1/Th17 é protetora na esporotricose 

(KAJIWARA et al., 2004; UENOTSUCHI et al., 2006; VERDAN et al., 2012; CHEN et al., 

2017). Já uma resposta Th1/Th2 esta associada com uma alta carga fúngica na 

esporotricose experimental (DE ALMEIDA, J. R. F. et al., 2015). 

A resposta humoral é muito importante em infecções fúngicas. Fatores como 

opsonização e reconhecimento da fração Fc promovem a fagocitose e a eliminação do 

patógeno (CASADEVALL, ARTURO; PIROFSKI, 2012). Tratamento com anticorpos já 

demonstraram proteção contra algumas infecções fúngicas, como a paracoccidioidomicose 

e candidíase (CASADEVALL, A; PIROFSKI, 2005; XANDER et al., 2007; BUISSA-FILHO et 

al., 2008; TOLEDO et al., 2010; ZHANG, H. et al., 2011). Como descrito anteriormente, 

nosso grupo laboratorial observou uma forte e protetora resposta humoral, por anticorpos 

IgG1, na esporotricose, essa proteção esta associada a GP70 (NASCIMENTO; ALMEIDA, 

2005). O tratamento com o mAbP6E7 é protetor na esporotricose experimental, contra S. 

schenckii e S. brasiliensis, pela opsonização do fungo e pelos altos níveis de IFN-

(NASCIMENTO et al., 2008; TEIXEIRA, P. A. N. C. et al., 2009; DE ALMEIDA, J. R. F. et 

al., 2015; DE ALMEIDA, J. R. et al., 2017).  

 

1.5 Vacina 

 

Vacinas foram uma das grandes descobertas na saúde publica no ultimo século, 

erradicando diversas doenças como o vírus da varíola, o vírus da peste bovina e outras 

doenças bacterianas e virais. Porém, ainda não foi desenvolvida uma vacina eficaz e segura 

contra infecções fúngicas devido a diversos fatores, como a falta de conhecimento sobre os 

mecanismos que sustentam a imunidade protetora contra infecções fúngicas, complexidade 

genética do fungo e a falta de um antígeno eficaz (ROMANI, 2011; WÜTHRICH; DEEPE JR; 

KLEIN, 2012; WÜTHRICH et al., 2015). Os candidatos à vacina procuram estimular linfócitos 

TCD4+ e linfócitos B, devido à proteção da resposta imunológica Th1/Th17 e a resposta 

humoral, respectivamente. Candidatos à vacina são testados em modelos animais, 

avaliando segurança, ativação do sistema imunológico e eficácia (NANJAPPA; KLEIN, 

2014).  
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Contra a candidíase, dois candidatos à vacina estão em testes clínicos em humanos, 

ambos ativam uma resposta Th1/Th17 e anticorpos protetores contra a Candida spp. 

(EDWARDS JR, 2012). Na aspergilose e na criptococose, uma vacina também induziu uma 

resposta Th1 e alta produção de anticorpos (LUONG et al., 2007; STUEHLER et al., 2011). 

WÜTHRICH; DEEPE JR; KLEIN (2012) elaboraram uma vacina atenuada com Blastomyces 

dermatitidis, sem o fator de virulência BAD-1, que foi protetor na blastomicose, através da 

resposta mista Th1/Th17, porém com ausência de anticorpos. Os linfócitos TCD4+ 

expandidos por essa vacina também foram protetores conta a histoplasmose e 

coccidioidomicose, sugerindo um antígeno conservado em fungos patogênicos. A partir 

dessa ideia, esse mesmo grupo elaborou uma vacina a partir de um epítopo da calnexina, 

altamente conservado no filo ascomycota, que foi capaz de expandir linfócitos TCD4+, sendo 

um candidato à vacina contra múltiplos fungos (WÜTHRICH et al., 2015). 

Diferentes protocolos são utilizados na busca de antígenos capazes de promover 

proteção em infecções fúngicas. Através de programas de antigenicidade e de predição ao 

MHC de classe II, foi elaborada uma vacina contra paracoccidioidomicose. Um epítopo de 

15 aminoácidos, denominado P10, foi isolado a partir da GP43, principal antígeno do 

Paracoccidioides brasiliensis (TABORDA et al., 1998). Na paracoccidioidomicose 

experimental, o P10 foi capaz de induzir proliferação de linfócitos TCD4+, produção de 

citocinas pró-inflamatórias e diminuir a carga fúngica em diversos modelos associados com 

diferentes adjuvantes e antifúngicos (MAYORGA et al., 2012; TRAVASSOS; RITTNER; 

TABORDA, 2013; MUÑOZ et al., 2014; TRAVASSOS; TABORDA, 2017). 

Pelo fato da esporotricose ser uma doença cosmopolita, aos altos números de casos 

na Ásia e no Brasil e a magnitude do surto zoonótico no Rio de Janeiro, são necessárias 

novas estratégias para controlar a doença em áreas endêmicas. Como descrito 

anteriormente, a GP70 e o principal antígeno do Sporothrix spp., tendo um papel importante 

na virulência e resposta imune hospedeiro na esporotricose, se tornando um importante 

candidato a vacina na esporotricose (NASCIMENTO et al., 2008; DE ALMEIDA, J. R. F. et 

al., 2015; RODRIGUES et al., 2015b) 

 

1.6 Justificativa 

 

Conforme demonstrado, S. brasiliensis é a espécie mais virulenta do gênero 

Sporothrix spp., sendo a principal espécie no surto zoonótico da esporotricose e associada 

em casos graves da doença. As vacinas foram capazes de erradicar diversas doenças, 

acabando com epidemias, surtos graves e fatais mundialmente. Uma vacina contra a 

esporotricose, principalmente contra S. brasiliensis, iria melhorar o parâmetro da doença no 
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mundo, principalmente no Brasil. Diante disso, esse trabalho buscou caracterizar, identificar 

e avaliar a eficácia de possíveis alvos para uma vacina contra a esporotricose. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

 

Caracterizar e identificar peptídeos imunogênicos da cepa de S. brasiliensis 5110 e 

avaliar a eficácia e a resposta imunológica induzida por esses peptídeos como uma vacina 

na esporotricose subcutânea experimental. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Caracterizar e identificar as possíveis proteínas antigênicas da cepa de S. 

brasiliensis 5110; 

 

 Analisar o grau de acoplamento com a molécula de MHC de classe II, de 

camundongos BALB/c, das sequências peptídicas das proteínas identificadas; 

 

 Sintetizar os peptídeos com maiores chances de se acoplar ao MHC de 

classe II; 

 

 Definir uma resposta imunológica protetora contra o S. brasiliensis por meio 

de uma vacina utilizando o fungo morto por calor; 

 

 Avaliar a capacidade dos peptídeos de induzirem proliferação em células de 

camundongos infectados com S. brasiliensis, e avaliar as citocinas produzidas 

relacionadas com as respostas do tipo Th1 e Th17; 

 

 Avaliar a eficácia dos peptídeos no controle da esporotricose subcutânea, por 

meio da carga fúngica, disseminação em outros órgãos, diâmetro da lesão e 

lesões secundárias; 

 

 Caracterizar a resposta imunológica induzida pelos peptídeos in vivo, por 

meio dos níveis de citocinas (IFN-, IL-17A e IL-1) e pelo perfil celular de 

células no baço e linfonodo (CD3+/CD4+, CD3+/CD8+ e CD3-/CD19+) e na 

lesão (GR1+/CD11b+). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  
 

3.1 Protocolo imunoproteômico para a caracterização, identificação e avaliação dos 

peptídeos da cepa S. brasiliensis 5110 

 

Foi realizado um protocolo imunoproteômico, por meio da resposta imunológica 

humoral na esporotricose juntamente com programas de predição para o acoplamento com 

molécula de MHC de classe II, para assim selecionar os peptídeos candidatos a uma vacina 

na esporotricose subcutânea (Figura 1).  

 

 

Figura 1. Protocolo para a caracterização, identificação e avaliação da eficácia dos peptídeos candidatos 
à vacina na esporotricose. Por meio de uma eletroforese 2D das proteínas da cepa S. brasiliensis 5110, foram 
selecionados e identificados os spots que reagiram contra o soro policlonal de camundongos infectados. As 
proteínas identificadas foram avaliadas, por meio de programas de predição, os epítopos com maiores chances 
de se ligar na molécula de MHC de classe II. Os peptídeos com os maiores scores na predição foram 
sintetizados e avaliados em ensaios de proliferação in vitro. Os peptídeos capazes de induzir proliferação in vitro 
foram testados como uma vacina na esporotricose. 
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3.2 Microrganismo e condições de cultura 

 

Foi utilizada a cepa de S. brasiliensis 5110 (ATCC MYA - 4823), um isolado de 

esporotricose cutânea em um felino no Rio de Janeiro. Esta cepa foi mantida, com 

passagens regulares em camundongos, a 37ºC em ágar BHI (BD Difco) na micoteca do 

Laboratório de Micologia Clínica da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade 

de São Paulo (FCF-USP). Para a preparação do inóculo fúngico, a cepa S. brasiliensis foi 

cultivada em meio BHI a 37ºC por 5 dias. A seguir as leveduras foram suspensas em 5 mL 

de tampão fosfato salino (PBS) estéril.  A concentração das leveduras foi ajustada após 

serem contadas na câmara de Neubauer. 

 

3.3 Camundongos 

 

Foram utilizados camundongos BALB/c fêmeas de 8 a 12 semanas de idade, que 

foram obtidos no biotério de produção e experimentação da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas e do Instituto de Química da Universidade de São Paulo. Os animais foram 

criados em condições – SPF (Livre de patógenos específicos). Este estudo foi realizado de 

acordo com as recomendações do Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratório 

dos Institutos Nacionais de Saúde. O protocolo foi aprovado pelo Conselho Nacional de 

Controle da Experimentação Animal (CONCEA) e Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA/FCF protocolo 513/16). 

 

3.4 Extração das proteínas da cepa S. brasiliensis 5110 

 

Para a obtenção das proteínas da cepa de S. brasiliensis 5110 foi utilizado o 

protocolo de DA FONSECA et al. (2001), com algumas modificações. A cepa S. brasiliensis 

5110 foi cultivada por 5 dias a 37ºC em ágar BHI e as colônias foram transferidas para um 

cadinho estéril. Foi utilizado nitrogênio líquido para quebrar a parede do fungo e assim 

extrair as proteínas. O material fúngico obtido foi homogeneizado com um tampão de 

reidratação de gel (7 M Ureia, 2 M Tioúreia, 4% CHAPS, 0,4% Triton X-100, 40 mM DTT, 

0.5% Pharmalyte), em seguida foi centrifugado (11000  g, 4°C, 10 minutos (min)) e o 

sobrenadante recolhido, esse procedimento foi realizado por duas vezes. A dosagem 

proteica foi realizada pelo método de Bradford (Sigma), e como padrão o BSA, todos os 

procedimentos foram realizados de acordo com o fabricante. 
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3.5 Obtenção do soro policlonal  

 

Foram utilizados dois grupos, de 5 camundongos BALB/c cada, infectados com 5x106 

de leveduras da cepa S. brasiliensis 5110 ou com PBS estéril, em um inóculo de 200 µL, 

intraperitonealmente. Após 21 dias o sangue dos camundongos foi coletado em uma punção 

intracardíaca e centrifugado (10000 x g, 4°C, 10 min) para separação do soro. Os soros 

foram estocados à temperatura de -20ºC até o momento do uso. 

 

3.6 Eletroforese 2D das proteínas da cepa S. brasiliensis 5110 e western blot 

utilizando o soro policlonal  

 

Para a focalização isoelétrica, fitas Immobiline de 7 cm com pH 3-10 (GE 

Healthcare), foram hidratadas overnight com 125 µL de tampão de reidratação de gel com a 

proteínas do fungo (250 µg de proteína/fita) e focalizadas no sistema Ettan IPGphor 3 (GE 

Healthcare), sob as seguintes condições: 300V/200Vh; 1000V/300Vh; 5000V/4000Vh; 

5000V/1250Vh. Após a focalização isoelétrica, as fitas foram reduzidas com DTT 1% (m/v) 

seguido de Iodoacetamida 2,5% (m/v) em tampão de equilíbrio (Ureia 6 M, Tris-HCl pH 8,8 

75 mM, Glicerol 29,3% (v/v) SDS 2% (m/v)) durante 15 minutos cada. A segunda dimensão 

foi realizada por uma corrida eletroforética em géis de poliacrilamida 12%. As fitas 

Immobiline foram colocadas sobre os géis de poliacrilamida e selados com agarose 0,5%. A 

eletroforese ocorreu sob as seguintes condições: 80V/30 minutos + 200V/75 minutos. Após 

esta etapa, os géis foram fixados em solução 50% metanol com 10% ácido acético e 

corados com coomassie blue R 350 (GE Healthcare) ou por prata através do silver staining 

Kit (GE Healthcare), de acordo com o fabricante. A massa molecular das proteínas foi 

estimada utilizando-se um padrão de peso molecular de 5-250 kDa (PageRuler Unstained 

Thermo Scientific). Os géis corados foram escaneados pelo ImageScanner III com o 

software LabScan Tm (v6.0, GE Healthcare). As imagens foram analisadas pelo 

ImageMaster 2D Platinum para a determinação e numeração dos spots. 

No western blot, as proteínas separadas eletroforeticamente no gel 2D, foram então 

transferidas para uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare). A transferência foi 

realizada a 60 mA por 1 horas em tampão de transferência (25 mM Tris, 96 mM glicina, pH 

8,3 e metanol 20%), na unidade de transferência TE 70 PWR Semi-dry transfer unit (GE 

Healthcare). Depois da transferência, a membrana foi bloqueada com 5% de leite desnatado 

em tampão fosfato salino com 0,05% de Tween 20 (PBS-T) por 2 horas. Depois a 

membrana foi lavada com PBS-T e incubada com soro policlonal de camundongos controles 

ou de camundongos infectados, já descrito anteriormente, na diluição 1:200 ou com 20 µg 

do mAbP6E7 overnight na temperatura de 4ºC, sob agitação constante. A membrana foi 
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então lavada em PBS-T 3 vezes por 10 minutos cada e incubada com o anticorpo anti-IgG 

de camundongo conjugado a HRP (Santa Cruz biotechnology) na diluição de 1:5000 por 2 

horas. Depois de lavada, a membrana de nitrocelulose foi revelada com o kit ECL 

(Invitrogen).  

 

3.7 Sequenciamento dos peptídeos 

 

A partir western blot foram cortados do gel, corado com coomassie blue R 350, os 

spots na região próxima aos spots presentes no western blot (Foram utilizados 4 géis para 

ter uma boa concentração de proteínas no spot) e adicionado em microtubos de 1,5 mL com 

água Milli-Q. Os próximos procedimentos foram realizados no CEFAP – BIOMASS (Centro 

de Facilidades de Apoio à Pesquisa) localizado no ICB-USP. Os spots foram descorados 

com 25 mM NH4HCO3 em 50% de acetonitrila seguido de uma solução 100% de acetonitrila. 

Posteriormente as proteínas foram digeridas com 12,5 ng/L de tripsina (Roche Molecular 

Biochemicals) em uma solução com 25 mM NH4HCO3 overnight por 37C. O sobrenadante 

de cada spot foi coletado e purificado na Milipore Zip-Tip C18 pipette tips e adicionado na 

MALDI target plate, misturado com matrix α-cyano-4-hydroxy-trans-cinnamic acid (Sigma) e 

armazenado em temperatura ambiente. As amostras foram analisadas no aparelho Autoflex 

TOF/TOF (Bruker) com o software Bruker Daltonics flexAnalysis. Os quatro picos mais 

intensos foram selecionados e identificados no programa Pattern Lab Proteomics 

(CARVALHO et al., 2016). Foi utilizado o proteoma da cepa S. brasiliensis 5110 (TEIXEIRA, 

M. M. et al., 2014). A base de dados de contaminantes e procedimentos de análise foi 

utilizada de acordo com o sistema. Os parâmetros de identificação incluem modificações 

variáveis de oxidação (M) e modificações fixas da metilação da carbamida (C). 

 

3.8 Seleção dos peptídeos por meio do acoplamento na molécula de MHC de classe II 

 

As sequências peptídicas das proteínas identificadas foram analisadas nos 

programas de predição com a molécula de MHC de classe II de camundongos BALB/c. 

Foram utilizados 2 programas, o IEDB Analysis Resource e o PREDBALB/c (ZHANG, G. L. 

et al., 2005; WANG et al., 2008; WANG et al., 2010). No IEDB Analysis Resource as 

ferramentas utilizadas foram a SMM align method (stabilization matrix alignment method) 

e NN align method (neural network-based method) (NIELSEN; LUNDEGAARD; LUND, 

2007; NIELSEN; LUND, 2009). Sendo que quanto menor o número, nas escalas SMM e NN, 

maior a afinidade, desse modo valores <50 nM são considerados de alta afinidade, <500 nM 

são considerados de afinidade intermediária e <5000 nM de baixa afinidade. No 
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PREDBALB/c quanto maior o número, maior será a afinidade do peptídeo com o MHC de 

classe II, os valores vão de 0 a 10, para a análise foram escolhidos apenas os peptídeos 

com valores iguais ou maiores de 9,5. Os peptídeos que demonstraram um alto grau de 

acoplamento com o MHC de classe II em ambos os programas, foram sintetizados pela Life 

Technologies para os ensaios de proliferação. 

 

3.9 Proliferação celular  

 

Dois camundongos BALB/c foram infectados, intraperitonealmente com 5x106 

leveduras, da cepa S. brasiliensis 5110 por 21 dias. O baço foi removido, após eutanásia na 

câmara de CO2. O baço foi macerado em 1 mL de PBS e filtrado em cell strainer de 70 µm 

(BD Falcon). O pool de células foi centrifugado (500 x g, 4°C, 5 min) e o sobrenadante foi 

desprezado e o pellet ressuspendido em 1 mL de tampão hemolítico, para lise das 

hemácias. As células foram marcadas com 5(6)-carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl 

ester (CFSE) de acordo com o fabricante (Life Technologie). Posteriormente, foi plaqueado 

3x105 de células em um volume de 200 µL de meio R10 suplementado (RPMI com 5% soro 

fetal bovino (SFB), com 1% de Aminoácidos Não Essenciais – (MEM NEAA (Gibco)) e 1mM 

Piruvato de Sódio (Gibco)) em placa de 96 poços de fundo U (Costar, 3799). As células 

foram estimuladas com 5 µg dos peptídeos diluídos em PBS (ZR1, ZR4, ZR5, ZR6 e ZR7) e 

diluídos em DMSO (ZR3 e ZR8). Como controle negativo foi utilizado células sem marcação, 

com 5 µL de PBS, com 5 µL de DMSO e como controle positivo 5 µL de phitohemaglutinina 

(PHA). A placa foi incubada por 5 dias (37°C, com 5% CO2). Após os 5 dias as células 

foram centrifugadas (500 x g, 4°C, 5 min), os sobrenadante foram recolhidos e armazenados  

a -20°C até o momento do uso, as células ressuspendidas em 200 µL PBS e transferidas em 

tubos de citometria. A leitura foi realizada em citômetro de fluxo (FACSCantoII, BD) e a 

análise pelo software FlowJo. A proliferação foi determinada pela diminuição da intensidade 

de fluorescência do CFSE. Foram adquiridos 100.000 eventos. Para distinguir células auto 

fluorescentes de células que expressam poucas concentrações de marcadores de 

superfície, utilizamos a metodologia de fluorescence-minus-one (FMO) (ROEDERER, 2001). 

Foi dosado as citocinas IFN- e IL-17A, no sobrenadante recolhido das placas, por ELISA de 

acordo com o fabricante (R&D Systems kits).  

 

 

3.10 Imunização com leveduras de S. brasiliensis 5110 morto por calor 

 

Foi realizado uma imunização com a cepa S. brasiliensis 5110 morto por calor (S. 

brasiliensis Heat Killed). Um tubo de S. brasiliensis 5110, cultivado por 7 dia a 37ºC em 
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Ágar-BHI (BD Difco), foi diluído em 5 mL de PBS estéril e foi autoclavado (121ºC por 30 

minutos). Posteriormente foi ajustado na concentração de 5x107 leveduras, através da 

contagem em câmera de Neubauer. Foram plaqueados inóculos de 100 µL da solução com 

o fungo autoclavado, em placas de Ágar-BHI, para a confirmação da morte do fungo. Foram 

utilizados dois grupos, de 15 camundongos BALB/c cada. Nos dias 0 e 7° dia grupo controle 

recebeu 0,2 mL de PBS estéril intraperitonealmente e o grupo tratado recebeu 5x107 de 

leveduras de S. brasiliensis 5110 mortas por calor em 0,2 mL de PBS estéril 

intraperitonealmente. No 14º dia ambos os grupos foram infectados 5x106 de leveduras 

vivas de S. brasiliensis 5110 (ATCC MYA - 4823) em 0,2 mL de PBS estéril 

intraperitonealmente. Foram eutanasiados, na câmara de CO2, 5 camundongos de cada 

grupo no 7º, 14º e 21º dias após a infecção. O baço e o fígado destes animais foram 

retirados para avaliação da infecção pela contagem de unidades formadoras de colônias 

(UFC) e dosagem de citocinas (IL-1, IL-17A e IFN-). 

 

3.11 Vacinação e infecção dos camundongos 

 

Foram utilizados 3 peptídeos nos ensaios in vivo (ZR3, ZR4 e ZR8) e os respectivos 

controles (PBS e DMSO). Foi utilizado 7 camundongos BALB/c por grupo, sendo inoculado 

20 µg de cada peptídeo misturados com o adjuvante incompleto de Freund’s (Sigma) na 

diluição 1:1 em um volume final de 40 µL, o mesmo foi feito no grupo controle (PBS e 

DMSO). A imunização foi intramuscular, na coxa, 3 vezes em intervalos de 7 dias (Figura 

2). Após 7 dias da última imunização, camundongos BALB/c foram infectados no tecido 

subcutâneo do dorso, com 1x107 de leveduras da cepa S. brasiliensis 5110 (Figura 3). A 

partir do décimo dia de infecção, a cada 5 dias, foram pesados os camundongos e, com o 

auxílio de um paquímetro, foi medido o diâmetro das lesões formadas pelo fungo. Após 35 

dias de infecção os camundongos foram eutanasiados na câmera de CO2. Foram retirados 

as lesões, baços, fígados, linfonodos e rins de cada camundongo. Os órgãos foram diluídos 

em 1 mL de PBS e macerados. O macerado dos órgãos foram plaqueados em ágar BHI a 

25°C por 7 dias e a carga fúngica foi avaliada pelas unidades formadoras de colônia (UFC). 

Após a avaliação da carga fúngica, o macerado da lesão, baço e linfonodo foram 

centrifugados (500 x g, 4°C, 10 min), o sobrenadante foi recolhido para a dosagem de 

citocinas, e o pellet ressupendido para a avaliação do perfil celular. 
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Figura 2. Protocolo de vacinação e infecção com a cepa S. brasiliensis 5110. Camundongos BALB/c foram 
divididos em 5 grupos (ZR3, ZR4, ZR8, PBS e DMSO) de 7 camundongos cada. No dia zero, 7º dia e 14º dia os 
camundongos receberam intramuscularmente, na coxa, 40 μL de vacina (20 μg de peptídeo ou 20 μL de PBS ou 
20 μL de DMSO + 20 μL de adjuvante incompleto de Freund’s). No 21º dia os camundongos foram infectados 
com 1x107 de leveduras da cepa S. brasiliensis 5110 no tecido subcutâneo. Após 35 dias de infecção, no 56º dia, 
os camundongos foram eutanasiado em câmera de CO2 para a avaliação da carga fúngica, perfil celular e 
produção de citocinas na lesão, baço, fígado, linfonodo e rim. 

Figura 3. Infecção subcutânea com a cepa S. brasiliensis 5110. Camundongos BALB/c foram divididos em 5 
grupos (ZR3, ZR4, ZR8, PBS e DMSO) de 7 camundongos cada. No dia 0, 7º dia e 14º dia os camundongos 
receberam intramuscularmente, na coxa, 40 μL de vacina (20 μg de peptídeo/ 20 μL de PBS ou DMSO + 20 μL 
de adjuvante incompleto de Freund’s). No 21º dia os camundongos BALB/c foram infectados com 1x10

7
 de 

leveduras da cepa S. brasiliensis 5110 no tecido subcutâneo. (A) Foi retirado os pelos do dorso dos 
camundongos BALB/c. (B) Na infecção, com os dedos foi levantado a pele do camundongo, e com uma seringa 
de 1 mL foi inoculado 1x107 de leveduras da cepa S. brasiliensis 5110 em 200 μL de PBS estéril. (C) Um nódulo 
se formou no local da inoculação do fungo. 

 

3.12 Perfil celular induzido pelos peptídeos  

 

O pellet dos macerados da lesão, baço e linfonodo foram ressuspendidos em 1 mL 

de tampão hemolítico, para lise das hemácias. As células foram contadas na câmera de 

Neubauer, utilizando a solução azul de Trypan, e ajustadas na concentração de 1x106 para 

a marcação com anticorpos. No baço e linfonodo foi determinado o número total de 

CD3+/CD4+, CD3+/CD8+ e CD3-/CD19+ com os anticorpos PE CD4 (GK 1.5), FITC CD3 (145-

2C11), PE-Cy7 CD8 (53-6.7) e APC-Cy5 CD19 (1D3). Na lesão foi determinado o número 

total de GR1+/CD11b+ com os anticorpos APC GR1 (RB6-8C5) e FITC CD11b (m1/70). 

Todos os anticorpos são da BD Bioaciences. As células foram incubadas por 30 minutos no 
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escuro a 4°C. Após a incubação, foram realizadas 3 lavagens com PBS com 3% de SFB. 

Em seguida as células foram ressuspendidas e adquiridas por citometro de fluxo 

(FACSCantoII, BD) e a análise pelo software FlowJo. A análise dos dados foi inicialmente 

baseada no perfil de dispersão frontal/tamanho relativo (FSc), para parâmetros de altura (H) 

versus área (A) (FSC-H X FSC-A). A finalidade de tal estratégia é a eliminação dos doublets 

- células que ao serem adquirida pelo citômetro passam de forma agrupada. A exclusão é 

feita pela seleção das células a serem analisadas por meio de um gate (Figura 4A). Após a 

exclusão dos doublets, as células foram analisadas quanto ao perfil de dispersão lateral do 

feixe luminoso/granulosidade relativa (SSc) versus FSc (SSc X FSc), afim de analisar 

granulosidade e tamanhos relativos das populações. Dessa forma o perfil celular foi 

selecionado pela inserção de um novo gate que delimita a população a ser analisada 

(Figura 4B). A partir desse gate as populações específicas foram determinadas de acordo 

com a positividade para os marcadores específicos da população de interesse (Figura 4C). 

Foram adquiridos 100.000 eventos. Para distinguir células auto fluorescentes de células que 

expressam poucas concentrações de marcadores de superfície, utilizamos a metodologia de 

fluorescence-minus-one (FMO) (ROEDERER, 2001).  

 

Figura 4. Estratégia de gate. A imagem é representativa a uma das análises de fenotipagem realizadas no 
presente trabalho. (A) Exclusão dos Doublets. (B) Seleção do perfil celular a ser analisado. (C) Determinação da 
população a ser analisada pela análise dos marcadores (Demonstrados na figura os marcadores para FITC e 
PE).  

 

3.13 Níveis de citocinas  

 

A partir do sobrenadante dos órgãos, lesão, baço e linfonodo foram avaliados os 

níveis das citocinas IFN-, IL-17A e IL-1 pelo método de ELISA, de acordo com o fabricante 

(R&D Systems kits). 
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3.14 Análise estatística 

 

Foi utilizado o Prism 5 software (GraphPad software Inc) em todos os gráficos e as 

diferenças foram consideradas significantes quando p≤0,05. Os resultados foram expressos 

com o desvio padrão. A análise estatística foi realizada usando o ANOVA seguido do teste 

paramétrico de t’test (INSTAT software: GraphPad) e One-way ANOVA seguido do teste de 

Tukey para calcular a significância estatística.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES  

 

4.1 Proteoma da cepa S. brasiliensis 5110 e as proteínas  

 

Para avaliar o proteoma da cepa S. brasiliensis 5110, 250 μg de proteínas foram 

fracionadas por eletroforese 2D. O gel 2D foi corado por coomassie blue ou prata  e 

observamos a presença de 95 e 130 spots nos géis, respectivamente (Figura 5A e 5B). Os 

spots se concentraram entre 100 a 40 kDa, aproximadamente, com o pI (Ponto isoelétrico) 

de 4-6. Esses resultados são semelhantes aos observados em outras espécies de 

Sporothrix spp. com diferentes protocolos de extração de proteína (RUIZ-BACA et al., 2011; 

RUIZ-BACA et al., 2014; RODRIGUES et al., 2015b). 

A análise de western blot revelou 53 spots no proteoma de S. brasiliensis 5110 ao 

utilizarmos o soro de camundongos infectados. A maior parte dos spots ficaram entre 140 e 

70 kDa com um pI de 4-6 (Figura 6A). O soro do controle mostrou poucos spots com baixa 

reatividade (dados não mostrados). A avaliação e contagem dos spots foi feita no programa 

ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare) (Figura 6B). Observamos isoformas na 

altura de 100 kDa, que já foi demonstrada em S. brasiliensis e em outras espécies do 

Sporothrix spp. (RUIZ-BACA et al., 2011; RODRIGUES et al., 2015b). Em contraste com o 

soro de camundongo infectado, o soro de pacientes com esporotricose, revelou 11 spots no 

proteoma de S. brasiliensis (cepa CBS 132990) na faixa de 91 a 36 kDa (RODRIGUES et 

al., 2015b). 

O western blot realizado com o mAbP6E7 identificou a GP70 no proteoma de S. 

brasiliensis 5110, com aproximadamente 100 kDa e com o pI de 5-6 (Figura 6C). Foi 

descrito a presença da GP70, com o mAbP6E7, no exoantígeno do S. brasiliensis 5110 com 

o peso molecular similar (DE ALMEIDA, J. R. F. et al., 2015). Já foi observado a presença 

da GP70 em outras espécies de Sporothrix spp. na eletroforese 2D, também com o pI 5-6 

(RUIZ-BACA et al., 2014). O aumento de peso molecular da GP70, de 70 kDa para 

aproximadamente 100 kDa, observado na cepa S. brasiliensis 5110, pode ser devido ao 

maior nível de glicosilação que a espécie S. brasiliensis apresenta na GP70, quando 

comparada a S. schenckii  (CASTRO et al., 2013). Já foram demonstradas outras diferenças 

na GP70 entre as espécies S. schenckii e S. brasiliensis, como o fato da GP70 estar em 

baixos níveis na parede na espécie S. brasiliensis quando comparada com a S. schenckii 

(CASTRO et al., 2013). 
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Figura 5. Eletroforese 2D do proteoma da cepa S. brasiliensis 5110 corado por coomassie blue e prata. As 
colônias da cepa S. brasiliensis 5110 foram transferidas para um cadinho e o fungo foi submetido à extração do 
seu antígeno total com auxílio de nitrogênio líquido. O material fúngico obtido foi homogeneizado com um 
tampão de reidratação de gel.  Foi realizado a eletroforese 2D com as proteínas do fungo. As proteínas do fungo 
foram fracionadas em duas dimensões, a primeira dimensão foi em uma fita Immobiline de 7 cm com pH 3-10 e 
na segunda dimensão foi realizado uma eletroforese em gel de SDS-PAGE 12%. Os géis foram corados com (A) 
coomassie blue R 350 ou (B) coloração de prata. 
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Figura 6. Proteínas da cepa S. brasiliensis 5110. Após a eletroforese 2D das proteínas do fungo em um gel de 
SDS-PAGE, as proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose para a realização do western 
blot. (A) Foi utilizado o soro policlonal, de camundongos infectados com a cepa S. brasiliensis 5110 por 21 dias, 
como anticorpo secundário. (B) A análise desses spots foi feito pelo programa ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE 
Healthcare). (C) Western blot com o mAbP6E7, como anticorpo secundário 
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4.2 Identificação das proteínas da cepa S. brasiliensis 5110 e a predição dos peptídeos 

na molécula de MHC de classe II 

 

Do total de 53 spots encontrados no western blot apenas 16 spots foram capazes de 

serem retirados do gel 2D corado por coomassie blue (Figura 7A). Infelizmente não foi 

possível sobrepor corretamente os spots do western blot sobre o gel corado pelo comassie 

blue, para termos uma melhor exatidão que o spot cortado seria correspondente a uma 

proteína imunogênica presente no western blot. Dessa forma, foram retirados os spots, com 

uma boa coloração de coomassie blue do gel, nas regiões próximas aos spots do western 

blot.  

A identificação dos spots foi feita por espectrometria de massa, utilizando o genoma 

da cepa S. brasiliensis 5110, que possui cerca de 9000 proteínas (TEIXEIRA, M. M. et al., 

2014). Foi identificada 34 proteínas da cepa S. brasiliensis 5110, apenas 2 spots não foram 

capazes de serem identificados (Tabela 1). Infelizmente não foi possível cortar a GP70 do 

gel 2D corado por coomassie blue, apesar da presença dela ter sido comprovada no 

western blot com o mAbP6E7. As proteínas identificadas estão relacionadas a diversas 

funções como virulência, atividades metabólicas ou com função desconhecida. A enolase é 

uma proteína relacionada à virulência e ao escape frente ao sistema imune, já identificada 

em S. schenckii (PORTUONDO et al., 2016). As proteínas de choque térmico (Heat-shock) 

são responsáveis pelo dimorfismo térmico, permitindo a sobrevivência do fungo no tecido do 

hospedeiro (BURNIE et al., 2006; BROWN, A. J.; LEACH; NICHOLLS, 2010). Já foi 

observado a expressão da proteína de choque térmico, de 70 kDa, na superfície de Candida 

albicans e Cryptococcus neoformans, sendo que o mutante para esta proteína apresentou 

virulência significativamente atenuada (ZHANG, S. et al., 2006; SUN et al., 2010). 

Foi feito uma predição para acoplamento com a molécula de MHC de classe II de 

BALB/c com todas as sequências peptídicas, das 34 proteínas identificadas da cepa S. 

brasiliensis 5110. Aproximadamente 60 sequências peptídicas de no máximo 16 

aminoácidos, foram consideradas com chances intermediárias/altas de acoplamento ao 

MHC de classe II, de acordo com os parâmetros descritos nos materiais e métodos. Desses 

60 peptídeos, foram selecionadas os 7 com as chances mais altas de acoplamento (Tabela 

2). Uma das sequências peptídicas é da proteína importina, que está envolvido com 

atividades metabólicas como o transporte de moléculas para o núcleo. Os outros peptídeos 

sintetizados são de proteínas com função desconhecida. 

Foi também sintetizado um peptídeo da GP70 pelo fato de estar presente no 

proteoma do fungo e ser o principal componente antigênico do Sporothrix spp. 

(NASCIMENTO; ALMEIDA, 2005; NASCIMENTO et al., 2008; DE ALMEIDA, J. R. F. et al., 

2015; CHEN et al., 2017). Na análise dos peptídeos da GP70, pelos programas de predição, 
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Figura 7. Os 16 spots selecionados para o sequenciame
cepa S. brasiliensis 5110 corado por 
sequenciamento (circulados em preto
armazenados em microtubos com água Milli
de Facilidades de Apoio à Pesquisa) localizado no ICB

 

 

 

 

 

 

 

 

 

foi observado que nenhuma sequência péptica demonstrou um alto grau de acoplamento

. A sequência peptídica LKFLALASVISATSA (ZR8) foi selecionada para 

síntese, por ser a com maiores chances de acoplamento. 

selecionados para o sequenciamento. Um gel de poliacrilamida 12
5110 corado por coomassie blue foi utilizado para a excisão dos spots selecionados para o 

preto). Um total de 4 géis foram utilizados para a excisão dos 
com água Milli-Q. O sequenciamento foi realizado no CEFAP –

de Facilidades de Apoio à Pesquisa) localizado no ICB-USP. 
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Tabela 1. As proteínas identificadas no genoma do S. brasiliensis 5110. As 34 proteínas identificadas pelo 
do programa PatternLab Proteomics. Na análise foi utilizado o genoma da cepa S. brasiliensis 5110 (TEIXEIRA, 
M. M. et al., 2014). 

 

Spots Proteínas Cobertura Massa teórica Massa experimental 

ZR19 Aconitate hydratase 

RalA-binding protein 1 

1,90 % 

0,62 % 

85 kDa 

155 kDa 

100 kDa 

ZR21 Heat shock 70kDa protein 4 1,11 % 80 kDa 120 kDa 

ZR26 Major facilitator superfamily transporter 

Molecular chaperone HtpG 

1,33 % 

5,51 % 

60 kDa 

80 kDa 

100 kDa 

 

ZR32 Hypothetic protein 1 

Hypothetic protein 2 

0,86 % 

0,85 % 

100 kDa 

125 kDa 

70 kDa 

ZR33 Nuclear migration protein 0,68 % 160 kDa 90 kDa 

ZR35 C6 zinc finger domain containing protein 

Molecular chaperone DnaK 

Importin 

Hypothetic protein 

1,13 % 

4,30 % 

1,18 % 

2,22 % 

130 kDa 

75 kDa 

100 kDa 

80 kDa 

90 kDa 

ZR38 Hypothetic protein 

RalA-binding protein 1 

0,86 % 

0,62 % 

100 kDa 

155 kDa 

80 kDa 

ZR45 Heat shock 70kDa protein 1/8 5,92 % 70 kDa 90 kDa 

ZR46 Hypothetic protein 1 

Hypothetic protein 2 

Aldehyde dehydrogenase (NAD+) 

3,88 % 

4,49 % 

4,25 % 

40 kDa 

30 kDa 

55 kDa 

50 kDa 

ZR49 Cop9 subunit 

Hypothetic protein 

1,46 % 

0,95 % 

60 kDa 

90 kDa 

45 kDa 

ZR50 Não identificado - - - 

ZR51 Histidyl-tRNA synthetase 

Hypothetic protein 

Mannose-1-phosphate Guanylyltransferase 

Autophagy protein 

1,13 % 

2,85 % 

2,69 % 

0,61 % 

70 kDa 

55 kDa 

50 kDa 

120 kDa 

45 kDa 

ZR52 Não identificado - - - 

ZR55 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase-like 2 

Hypothetic protein 

ABC transport system ATP-binding protein 

1,32 % 

1,00 % 

0,91 % 

65 kDa 

100 kDa 

93 kDa 

30 kDa 

ZR192 Hypothetic protein 

MFS transporter 

Glutamate synthase (NADPH/NADH) 

Hypothetic protein1 

Hypothetic protein 2 

6,22 % 

1,77 % 

0,37 % 

4,41 % 

0,95 % 

30 kDa 

60 kDa 

232 kDa 

140 kDa 

90 kDa 

90 kDa 

ZR522 Enolase 

Hypothetic protein 

3,42 % 

2,04 % 

50 kDa 

50 kDa 

45 kDa 
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Spot Proteínas Smm Nn MHC PREDBALB/c Peptídeo Nome do peptídeo 

ZR55 Hypothetic protein 85 28 IAd 9,65 TRLMEMLAAQAALSN ZR1 

ZR35 Importin 158 88 IAd 9,60 QSHIMAMILSVQAAFP ZR3 

ZR51 Hypothetic protein 292 54 IAd 9,66 MSRTSSALKAVAAAET ZR4 

ZR32 Hypothetic protein 1 199 499 IAd 9,70 QMIVRIRAQLAEASR ZR5 

ZR55 Hypothetic protein 233 49 IAd 9,57 NEMRRRMMMESARDLE ZR6 

ZR32 Hypothetic protein 2 336 13 IAd 9,60 SVASYVAMQAVMDASR ZR7 

------ GP70 1308 331 IAd 8,98 LKFLALASVISATSA ZR8 

 

Tabela 2. Os peptídeos selecionados para síntese. Por meio dos programas IEDB Analysis Resource e 
PREDBALB/c foram sintetizados os 7 peptídeos com maiores chances de acoplamento com o MHC de classe II.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 
 

4.3 Os peptídeos ZR3, ZR4 e ZR8 foram capazes de promover proliferação em células 

sensibilizadas com a cepa S. brasiliensis 5110 

 

Para verificar se os peptídeos são capazes de promover uma resposta protetora na 

esporotricose, sendo assim candidatos à vacina, foi realizado o ensaio de proliferação 

celular. Somente os peptídeos que foram capazes de induzir expansão nas células 

sensibilizadas com o fungo S. brasiliensis foram utilizados in vivo como vacinas. A 

proliferação dessas células demonstra que o acoplamento dos peptídeos com a molécula de 

MHC de classe II foi eficiente e promoveu ativação dos linfócitos de memória gerados na 

infecção. As células esplênicas, de camundongos infectados, foram marcadas com CFSE e 

estimuladas por 5 dias com os peptídeos sintetizados e com os controles negativos (DMSO 

e PBS). Dos 7 peptídeos sintetizados, 5 peptídeos foram solúveis em PBS (ZR1, ZR4, ZR5, 

ZR6 e ZR7) e 2 peptídeos foram solúveis em DMSO (ZR3 e ZR8). As células foram 

analisadas quanto ao perfil de dispersão (SSC X FSC), a fim de analisar granulosidade e 

tamanhos relativos das populações (Figura 8A). Como controle positivo na proliferação 

celular foi utilizado a PHA (Figura 8B).  

Apenas o peptídeo ZR4, entre os peptídeos solúveis em PBS, foi capaz de induzir 

uma alta proliferação celular (Figura 8E). O peptídeo ZR6 induziu uma baixa proliferação 

(Figura 8G). Os outros peptídeos solúveis em PBS ficaram similares ao controle (Figura 

8C, 8D, 8F e 8H). O peptídeo ZR4 é de uma proteína de função desconhecida.  

Os dois peptídeos solúveis em DMSO foram capazes de induzir alta proliferação 

celular, diferentemente do controle DMSO (Figura 8I, 8J e 8L). Como descrito 

anteriormente, foi sintetizado uma sequência de aminoácidos da GP70 (ZR8) pelo fato 

dessa proteína ser um dos principais antígenos do Sporothrix spp. (NASCIMENTO; 

ALMEIDA, 2005; NASCIMENTO et al., 2008; DE ALMEIDA, J. R. F. et al., 2015; CHEN et 

al., 2017). No presente trabalho demonstramos que um peptídeo da GP70 consegue induzir 

proliferação celular, em células sensibilizadas com o S. brasiliensis. Já foi confirmado o 

potencial de peptídeos da GP70 como uma vacina na esporotricose causada pela S. 

globosa, por meio de diferentes protocolos de predição (CHEN et al., 2017). RODRIGUES et 

al. (2015a), ao descreverem novos métodos de diagnósticos na esporotricose, sugerem que 

a GP70 seja um antígeno promissor para ser alvo de uma vacina. O peptídeo ZR3 é uma 

sequência da importina, proteínas com funções metabólicas que estão presentes em outros 

fungos patogênicos, podem ser potentes alvos para vacinas (GÖRLICH et al., 1994; 

ENENKEL; BLOBEL; REXACH, 1995; WÜTHRICH et al., 2015). Uma vacina com peptídeos 

da proteína de choque térmico, do fungo Histoplasma capsulatum, foi protetora na 

histoplasmose (SCHECKELHOFF; DEEPE, 2002). A calnexina, uma chaperona associada 
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ao folding de proteínas, foi capaz induzir proliferação em células sensibilizadas com diversos 

fungos patogênicos (WÜTHRICH et al., 2015). 

Em infecções fúngicas, uma resposta Th1/Th17 é protetora pela secreção de 

citocinas como IFN-, TNF- e IL-17A que aumentam a atividade microbicida de neutrófilos 

e macrófagos (ROMANI, 2011). Durante o ensaio de proliferação celular verificamos os 

níveis de citocinas no sobrenadante. O peptídeo ZR3 induziu altos níveis de IL-17A e IFN- 

(Figura 9A e 9B). Essa resposta é protetora na esporotricose (DE LIMA FRANCO et al., 

2012; VERDAN et al., 2012; CHEN et al., 2017). Os peptídeos ZR8 e ZR4 induziram 

produção de níveis basais dessas citocinas na proliferação in vitro, apesar da alta expansão 

celular. Por meio desse experimento, demonstramos uma ativação de célula T induzida 

pelos peptídeos ZR3, ZR4 e ZR8, e uma resposta protetora Th1/Th17 induzida pelo 

peptídeo ZR3 in vitro. 
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Figura 8. Ensaio de proliferação celular utilizando os peptídeos imunogênicos da cepa S. brasiliensis 
5110. Camundongos BALB/c foram infectados com 5x10

6
 de leveduras da cepa S. brasiliensis 5110 

intraperitonealmente. No 21º dia os camundongos foram eutanasiados em câmera de CO2 para a retirada do 
baço. As células esplênicas foram marcadas com CFSE, e foi avaliada a proliferação celular pela diminuição da 
intensidade de fluorescência. (A) Representativo da população adquirida, representativo de um grupo analisado. 
As células foram estimuladas pelos peptídeos sintetizados e controles durante 5 dias, sendo (B) o controle 
positivo phitohemaglutinina (PHA). Os estímulos do grupo PBS foram: (C) PBS, (D) ZR1, (E) ZR4, (F) ZR5, (G) 
ZR6, (H) ZR7. Os estímulos do grupo DMSO foram: (I) DMSO, (J) ZR3 e (L) ZR8. O resultado foi obtido por 
citometria de fluxo (FACSCANTO). Foram adquiridos 100.000 eventos. Representado 1 experimento de 3 
experimentos independentes.  
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Figura 9. Níveis das citocinas no sobrenadante do ensaio de proliferação celular. Camundongos BALB/c 
foram infectados com 5x10

6
 de leveduras da cepa S. brasiliensis 5110 intraperitonealmente. No 21º dia os 

camundongos foram eutanasiados em câmera de CO2 para a retirada do baço. As células esplênicas foram 
marcadas com CFSE, e foi avaliada a proliferação celular. As células foram estimuladas pelos peptídeos e 
controles durante 5 dias. Após 5 dias foi recolhido o sobrenadante e avaliado os níveis de citocinas por ELISA. 
As citocinas avaliadas foram (A) IL-17A e (B) IFN-. Representado 1 experimento de 3 experimentos 
independentes. Os resultados foram expressos com o desvio padrão. A análise estatística foi analisada pelo 
One-Way ANOVA, e múltiplas comparações pelo teste de Tukey. O nível de significância admitido foi de p<0,05, 
sendo *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001. 
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4.4 Imunização com leveduras mortas por calor da cepa S. brasiliensis 5110 induz 

uma resposta protetora e diminui a carga fúngica na esporotricose disseminada 

 

Antes de testar os peptídeos que foram capazes de proliferar células sensibilizadas 

com S. brasiliensis, padronizamos um modelo de proteção na esporotricose por meio de um 

perfil imunológico protetor induzido por uma memória imunológica. Desse modo os 

camundongos foram imunizados com o fungo morto por calor e avaliamos qual o perfil 

imunológico induzido contra a esporotricose. 

A imunização com as leveduras mortas por calor foi capaz de reduzir a carga fúngica 

no baço e no fígado após 21 dias de infecção (Figura 10A e 10B). A redução da carga 

fúngica no fígado já pode ser observada após 7 dias de infecção, exibindo uma diferença 

maior em relação ao grupo não imunizado após 21 dias de infecção (Figura 10A). Já no 

baço a redução da carga fúngica só foi significativa após 21 dias de infecção em relação ao 

grupo não imunizado (Figura 10B). Já foi demonstrado que a imunização com fungos 

mortos por calor promove proteção ao hospedeiro (LIU et al., 2011; STEVENS; CLEMONS; 

LIU, 2011). Diversos mecanismos imunológicos justificam essa proteção, como o aumento 

da produção de anticorpos específicos, produção de citocinas pró-inflamatórias e maior 

infiltrado celular nos locais da infecção (LUO et al., 2014; HOWLADER et al., 2016; ISMAIL 

et al., 2016; UPADHYA et al., 2016). 

Foi avaliado os níveis de citocinas IL-17A, IFN- e IL-1 no baço e no fígado para 

verificar se a resposta imunológica, induzida pela imunização, é a responsável pela redução 

da carga fúngica na esporotricose disseminada (Figura 11). Não foi observada diferença 

nos níveis de IL-17A entre os grupos em ambos os órgãos (Figura 11A e 11B). No baço dos 

camundongos imunizados houve um aumento nos níveis de IFN- no 14º dia de infecção, e 

uma diminuição nos níveis de IL-1 no 21º dia de infecção (Figura 11D e 11F). No entanto, 

no fígado não foi observado diferença na produção dessas citocinas (Figura 11C e 11E). 

Nosso grupo demonstrou um potencial virulento da cepa S. brasiliensis 5110 na 

esporotricose disseminada, com uma alta carga fúngica associada a níveis basais de 

citocinas (DE ALMEIDA, J. R. F. et al., 2015). No presente trabalho, os camundongos não 

imunizados apresentaram alta carga fúngica e baixos níveis IFN-. Entretanto, a imunização 

com as leveduras mortas por calor promoveu um aumento na produção de IFN- no 14º dia 

de infecção no baço, seguido da diminuição da carga fúngica no mesmo órgão no 21º dia de 

infecção. A produção de IFN- esta associado com a diminuição da carga fúngica na 

esporotricose causada por S. schenckii (NASCIMENTO et al., 2008). A produção de IFN-, 

juntamente com uma resposta Th1, é essencial para o hospedeiro frente a uma infecção 

fúngica (ROMANI, 2011). 
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No baço dos camundongos imunizados houve uma redução significativa da IL-1 

juntamente com uma redução da carga fúngica no 21° dia de infecção. Acreditamos que a 

redução dos níveis de IL-1 no baço esteja relacionada com a menor presença do fungo 

nesse órgão, diferentemente do grupo não imunizado, onde a doença evoluiu cronicamente, 

exibindo alta carga fúngica e altos níveis de IL-1. Em um modelo de paracoccidioidomicose 

foi demonstrado que os pulmões dos camundongos exibiram aumento significativo de IL-1 

e um ligeiro infiltrado de macrófagos e neutrófilos, que são importantes no clearance do 

fungo. Após 4 semanas a IL-1, aumentada anteriormente, teve seus níveis reduzidos 

juntamente com a redução da carga fúngica no pulmão (LOPERA et al., 2011). 
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Figura 10. Carga fúngica na esporotricose disseminada após a imunização com leveduras da cepa S. 
brasiliensis 5110 mortas por calor. Dois grupos de camundongos BALB/c (n = 15 por grupo) foram imunizados 
com 1x107 de leveduras da cepa S. brasiliensis 5110 mortas por calor em 200µl de PBS (Barra branca) ou com 
apenas 200µl de PBS estéril (Barra preta) intraperitonealmente no dia zero e 7º dia. No 14º dia os camundongos 
foram infectados com 5x10

6
 de leveduras da cepa S. brasiliensis vivas intraperitonealmente. Os camundongos 

foram sacrificados no 7º, 14º e 21º dias após a infecção. Foram retirados o baço e o fígado desses camundongos 
para a avaliação das unidades formadoras de colônias (UFC) no (A) baço e no (B) fígado. Representado 1 
experimento de 3 experimentos independentes. Os resultados foram expressos com o desvio padrão. A análise 
estatística foi analisada pelo One-Way ANOVA, e múltiplas comparações pelo teste de Tukey. O nível de 
significância admitido foi de p<0,05, sendo *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001. 
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Figura 11. Níveis de citocinas induzidas pela imunização com leveduras da cepa S. brasiliensis 5110 
mortas por calor na esporotricose disseminada. Dois grupos de camundongos BALB/c (n = 15 por grupo) 
foram imunizados com 5x10

7
 de leveduras da cepa S. brasiliensis 5110 mortas por calor em 200µl de PBS (Barra 

branca) ou com apenas 200µl de PBS estéril (Barra preta) intraperitonealmente no dia zero e 7º dia. No 14º dia 
os camundongos foram infectados com 5x10

6
 de leveduras da cepa S. brasiliensis vivas intraperitonealmente. Os 

camundongos foram sacrificados nos 7º, 14º e 21º dias após a infecção. Foi avaliado os níveis de citocinas de (A 
e B) IL-17A, (C e D) IFN- e (E e F) IL-1 por ELISA no baço e no fígado respectivamente. Representado 1 
experimento de 3 experimentos independentes. Os resultados foram expressos com o desvio padrão. A análise 
estatística foi analisada pelo One-Way ANOVA, e múltiplas comparações pelo teste de Tukey. O nível de 
significância admitido foi de p<0,05, sendo *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001. 
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4.5  Indução de uma resposta protetora por peptídeos imunogênicos na esporotricose 

subcutânea 

 

Foi elaborado um modelo de vacina utilizando os peptídeos capazes de promover 

proliferação celular, conforme descrito nos materiais e métodos (Figura 2). Após a 

vacinação foi realizada uma infecção subcutânea com as leveduras da cepa S. brasiliensis 

5110, já que a inoculação de leveduras no tecido subcutâneo é a principal forma de infecção 

da doença (FERNANDES, K. et al., 2000; SCHUBACH, T. M. P. et al., 2002). A evolução da 

doença foi avaliada pela perda de peso, diâmetro da lesão primária, desenvolvimento de 

lesões secundárias e carga fúngica. 

Não foi observada diferença significativa no peso dos camundongos, apesar dos 

camundongos vacinados com o DMSO apresentarem ligeira perda de peso quando 

comparados com os camundongos vacinados com o ZR3 (Figura 12A e 12B). Todos os 

camundongos apresentaram uma redução natural do diâmetro da lesão ao longo de 35 dias 

de infecção (Figura 12C e 12D). A vacinação com os peptídeos ZR3, ZR4 e ZR8 foi capaz 

de reduzir o diâmetro das lesões no início da infecção. As lesões foram significativamente 

menores no 15º dia de infecção no grupo ZR8 e no 15º e 30º dia de infecção no grupo ZR3 

(Figura 12C). O grupo vacinado com peptídeo ZR4 teve a regressão significativa da lesão 

no 20º dia de infecção, quando comparada com o seu respectivo controle (Figura 12D). 

Foram representadas em fotos as lesões no 15º dia de infecção de todos os grupos (Figura 

13A, 13B, 13C, 13D e 13E). A diminuição da lesão na esporotricose é um bom prognóstico. 

Em diferentes modelos de esporotricose subcutânea, a espécie S. brasiliensis foi 

considerada a mais virulenta, entre outros parâmetros, por promover as maiores e mais 

graves lesões no tecido (CASTRO et al., 2013; DELLA TERRA et al., 2017). 

No 35º dia de infecção foi avaliada a carga fúngica na lesão, baço, fígado, linfonodos 

e rins. Foi observado uma alta carga fúngica na lesão, porém não houve diferença entre os 

grupos vacinados com os respectivos controles (Figura 14). Não foi observada 

disseminação do fungo para outros órgãos (dados não mostrados). Embora nesse modelo 

de esporotricose subcutânea não tenha evoluído para uma esporotricose disseminada, os 

camundongos de todos os grupos desenvolveram esplenomegalia e linfonodomegalia, 

porém apenas o grupo controle desenvolveu lesões secundárias como artrites nos membros 

e lesões na cauda (Figura 15). Lesões secundárias similares foram observadas em outros 

modelos de esporotricose subcutânea (CASTRO et al., 2013; DELLA TERRA et al., 2017). 
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Figura 12. O efeito dos peptídeos imunogênicos no peso e no diâmetro das lesões na esporotricose 
subcutânea. Cinco grupos de camundongos BALB/c (n = 7 por grupo) foram vacinados com 20 µg dos 
peptídeos imunogênicos ou 20 µL de PBS ou DMSO, juntamente com o adjuvante de Freund’s  na proporção 
1:1, intramuscularmente no dia zero, 7º  e 14º dia. No 21º dia os camundongos foram infectados com 1x10

7
 de 

leveduras da cepa S. brasiliensis 5110 no tecido subcutâneo. A partir do 10º dia, em intervalos de 5 dias até o 
35º dia,  os camundongos foram pesados e foi medido a altura e largura das lesões com um paquímetro . (A) o 
peso dos camundongos do grupo DMSO e do (B) grupo PBS. O diâmetro das lesões do (C) grupos DMSO e do 
(D) grupo PBS. Representado 1 experimento de 3 experimentos independentes. A análise estatística foi 
realizada pelo Two-Way ANOVA, e múltiplas comparações pelo pós-teste Bonferroni. O nível de significância 
admitido foi de p<0,05, sendo *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.  
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Figura 13. Fotos das lesões subcutâneas no 15° dia de infecção. Cinco grupos de camundongos BALB/c (n = 
7 por grupo) foram vacinados com 20 µg dos peptídeos imunogênicos ou 20 µL de PBS ou DMSO, juntamente 
com o adjuvante de Freund’s na proporção 1:1, intramuscularmente no dia zero, 7º e 14º dia. No 21º dia os 
camundongos foram infectados com 1x10

7
 de leveduras da cepa S. brasiliensis 5110 no tecido subcutâneo. Foto 

representativa de 1 camundongo de cada grupo no 15º dia após infecção, sendo (A) DMSO, (B) ZR8, (C) ZR3, 
(D) PBS e (E) ZR4. Representado 1 experimento de 3 experimentos independentes. 
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Figura 14. Carga fúngica na esporotricose subcutânea em camundongos vacinados com os peptídeos 
imunogênicos. Cinco grupos de camundongos BALB/c (n = 7 por grupo) foram vacinados com 20 µg dos 
peptídeos imunogênicos ou 20 µL de PBS ou DMSO, juntamente com o adjuvante de Freund’s  na proporção 
1:1, intramuscularmente no dia zero, 7º  e 14º dia. No 21º dia os camundongos foram infectados com 1x10

7
 de 

leveduras da cepa S. brasiliensis 5110 no tecido subcutâneo. No 35º dia os camundongos foram eutanasiados 
em câmera de CO2, as lesões foram retiradas para análise de unidades formadoras de colônia (UFC). 
Representado 1 experimento de 3 experimentos independentes. Os resultados foram expressos com o desvio 
padrão. 
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Figura 15. Fotos das lesões secundárias no 35° dia de infecção. Cinco grupos de camundongos BALB/c (n = 
7 por grupo) foram vacinados com 20 µg dos peptídeos imunogênicos ou 20 µL de PBS ou DMSO, juntamente 
com o adjuvante de Freund’s na proporção 1:1, intramuscularmente no dia zero, 7º e 14º dia. No 21º dia os 
camundongos foram infectados com 1x10

7
 de leveduras da cepa S. brasiliensis 5110 no tecido subcutâneo. Foto 

representativa de 2 experimentos de 3 experimentos independentes. Foto dos camundongos do grupo DMSO e 
PBS no 35º dia após infecção. 
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4.6  Os peptídeos ZR3 e ZR8 induzem uma resposta imunológica protetora na 

esporotricose 

 

Como não vimos controle da carga fúngica, foi avaliado se os peptídeos 

imunogênicos foram capazes de induzir um perfil celular protetor na esporotricose 

subcutânea. Após 35 dias de infecção, além da carga fúngica, foi avaliado a quantidade de 

linfócitos TCD4, TCD8 e linfócitos B, no baço e linfonodos, sendo essas as principais células 

envolvidas na proteção induzida por vacinas (NANJAPPA; KLEIN, 2014). Na lesão foi 

verificado o número total de neutrófilos. O linfonodo, baço e lesão foram retirados para a 

análise do número total de células a partir da porcentagem da população específica 

marcada (Figura 16A e 16D, Figura 17A e 17D, Figura 18A e 18D e Figura 19A) 

Por citometria de fluxo observamos o aumento do número total das células 

CD3+/CD4+ no linfonodo e baço dos camundongos vacinados com o peptídeo ZR8 (Figura 

16B e 16E). O peptídeo ZR3 induziu um aumento no número de células CD3+/CD4+ somente 

no baço (Figura 16E). O peptídeo ZR4 não induziu diferença no número CD3+/CD4+ (Figura 

16C e 16F). Em infecções fúngicas o aumento de linfócitos TCD4, induzido por vacinas, está 

associado ao controle da doença (SCHECKELHOFF; DEEPE, 2002; NANJAPPA; KLEIN, 

2014; WÜTHRICH et al., 2015; TRAVASSOS; TABORDA, 2017). 

O número de células CD3-/CD19+ foi aumentada no baço e no linfonodo dos 

camundongos vacinados por ZR8 e ZR4, respectivamente (Figura 17E e Figura 17C). Não 

foi observada diferença no número de células CD3-/CD19+ no grupo ZR3 (Figura 17B, 17E 

e 17F). O perfil CD3-/CD19+ está associado com linfócitos B que, por meio da produção de 

anticorpos, contribui para uma resposta humoral protetora na esporotricose (NASCIMENTO; 

ALMEIDA, 2005; ALMEIDA, S. R., 2012; DE ALMEIDA, J. R. F. et al., 2015). Em outras 

doenças fúngicas, como a candidíase e pneumocistose, a indução de anticorpos específicos 

mediados por uma vacina foi capaz de reduzir a carga fúngica, sendo assim protetora 

nessas doenças (ZHENG et al., 2005; EDWARDS JR, 2012). 

Nenhum peptídeo utilizado alterou o número de linfócitos TCD8 no baço e linfonodo 

(Figura 18). As vacinas buscam principalmente a ativação de linfócitos TCD4 e linfócitos B 

devido a suas funções efetoras, que são protetoras em infecções fúngicas. Entretanto, o alto 

número de infecções fúngicas em pacientes com linfopenia de linfócitos TCD4, provocadas 

por síndromes de imunodeficiência como a AIDS, a construção de uma vacina protetora por 

meio dos mecanismos efetores dos linfócitos TCD8 vem sendo de grande interesse 

(NANJAPPA; KLEIN, 2014). 

Nas lesões dos camundongos vacinados com os peptídeos ZR8 e ZR3 foi observado 

aumento significativo no número de células CD11b+/GR1+ (Figura 19B). Não houve 

diferença entre o grupo ZR4 com o seu respectivo controle (Figura 19C). Os neutrófilos 
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apresentam mecanismos fungistásticos e fungicida essenciais no controle de infecções 

fúngicas (ROMANI, 2011; CHEN et al., 2017). 

 
 
 
Figura 16. Número total de células CD3

+
/CD4

+
 na esporotricose subcutânea, após a vacinação com os 

peptídeos imunogênicos. Cinco grupos de camundongos BALB/c (n = 7 por grupo) foram vacinados com 20 µg 
dos peptídeos imunogênicos ou 20 µL de PBS ou DMSO, juntamente com o adjuvante de Freund’s na proporção 
1:1, intramuscularmente no dia zero, 7º e 14º dia. No 35º dia os camundongos foram eutanasiados em câmera 
de CO2 e foram retirados os linfonodos e baços para a avaliação do número total das células CD3

+
/CD4

+
. A 

marcação específica foi realizada com os anticorpos FITC CD3 (145-2C11) e PE CD4 (GK 1.5). Counter plot com 
a porcentagem de células CD3

+
/CD4

+
, representativo de 1 camundongo entre os grupos, sendo (A) linfonodo e 

(D) baço. O número absoluto de células corresponde à porcentagem duplo positiva, sendo (B e C) linfonodo do 
grupo DMSO e PBS respectivamente e (E e F) baço do grupo DMSO e PBS respectivamente. O resultado foi 
obtido por citometria de fluxo (FACSCANTO). Foram adquiridos 100.000 eventos. Representado 1 experimento 
de 3 experimentos independentes. Os resultados foram expressos com o desvio padrão. A análise estatística foi 
analisada pelo One-Way ANOVA, e múltiplas comparações pelo teste de Tukey no grupo DMSO e o ANOVA 
seguido do teste paramétrico de t-test no grupo PBS. O nível de significância admitido foi de p<0,05, sendo *: 
p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001. 
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Figura 17. Número total de células CD3
-
/CD19

+
 na esporotricose subcutânea, após a vacinação com os 

peptídeos imunogênicos. Cinco grupos de camundongos BALB/c (n = 7 por grupo) foram vacinados com 20 µg 
dos peptídeos imunogênicos ou 20 µL de PBS ou DMSO, juntamente com o adjuvante de Freund’s na proporção 
1:1, intramuscularmente no dia zero, 7º e 14º dia. No 35º dia os camundongos foram eutanasiados em câmera 
de CO2, foram retirados os linfonodos e baços para a avaliação do número total das células CD3-/CD19+. A 
marcação específica foi realizada com os anticorpos FITC CD3 (145-2C11) e APC-Cy5 CD19 (1D3). Counter plot 
com a porcentagem de células CD3

-
/CD19

+
, representativo de 1 camundongo entre os grupos, sendo (A) 

linfonodo e (D) baço. O número absoluto de células corresponde à porcentagem negativa para CD3 e positiva 
para CD19, sendo (B e C) linfonodo do grupo DMSO e PBS respectivamente e (E e F) baço do grupo DMSO e 
PBS respectivamente. O resultado foi obtido por citometria de fluxo (FACSCANTO). Foram adquiridos 100.000 
eventos. Representado 1 experimento de 3 experimentos independentes. Os resultados foram expressos com o 
desvio padrão. A análise estatística foi analisada pelo One-Way ANOVA, e múltiplas comparações pelo teste de 
Tukey no grupo DMSO e o ANOVA seguido do teste paramétrico de t-test no grupo PBS. O nível de significância 
admitido foi de p<0,05, sendo *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001. 
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Figura 18. Número total de células CD3+/CD8+ na esporotricose subcutânea, após a vacinação com os 
peptídeos imunogênicos. Cinco grupos de camundongos BALB/c (n = 7 por grupo) foram vacinados com 20 µg 
dos peptídeos imunogênicos ou 20 µL de PBS ou DMSO, juntamente com o adjuvante de Freund’s na proporção 
1:1, intramuscularmente no dia zero, 7º e 14º dia. No 35º dia os camundongos foram eutanasiados em câmera 
de CO2, foram retirados os linfonodos e baços para a avaliação do número total das células CD3

+
/CD8

+
. A 

marcação específica foi realizada com os anticorpos FITC CD3 (145-2C11) e PE-Cy7 CD8 (53-6.7). Counter plot 
com a porcentagem de células CD3

+
/CD8

+
, representativo de 1 camundongo entre os grupos, sendo (A) 

linfonodo e (D) baço. O número absoluto de células corresponde à porcentagem duplo positiva, sendo (B e C) 
linfonodo do grupo DMSO e PBS respectivamente e (E e F) baço do grupo DMSO e PBS respectivamente. O 
resultado foi obtido por citometria de fluxo (FACSCANTO). Foram adquiridos 100.000 eventos. Representado 1 
experimento de 3 experimentos independentes. Os resultados foram expressos com o desvio padrão. A análise 
estatística foi analisada pelo One-Way ANOVA, e múltiplas comparações pelo teste de Tukey no grupo DMSO e 
o ANOVA seguido do teste paramétrico de t-test no grupo PBS. O nível de significância admitido foi de p<0,05, 
sendo *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001. 
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Figura 19. Número total de células CD11b

+
/GR1

+
 na esporotricose subcutânea, após a vacinação com os 

peptídeos imunogênicos. Cinco grupos de camundongos BALB/c (n = 7 por grupo) foram vacinados com 20 µg 
dos peptídeos imunogênicos ou 20 µL de PBS ou DMSO, juntamente com o adjuvante de Freund’s na proporção 
1:1, intramuscularmente no dia zero, 7º e 14º dia. No 35º dia os camundongos foram eutanasiados em câmera 
de CO2, foi retirado a lesão para a avaliação do número total das células CD11b

+
/GR1

+
. A marcação específica 

foi realizada com os anticorpos FITC CD11b (m1/70) e APC GR1 (RB6-8C5). (A) Counter plot com a 
porcentagem de células CD11b

+
/GR1

+
, representativo de 1 camundongo entre os grupos. O número absoluto de 

células corresponde à porcentagem duplo positiva, sendo (B) do grupo DMSO e (C) do grupo PBS. O resultado 
foi obtido por citometria de fluxo (FACSCANTO). Foram adquiridos 100.000 eventos. Representado 1 
experimento de 3 experimentos independentes. Os resultados foram expressos com o desvio padrão. A análise 
estatística foi analisada pelo One-Way ANOVA, e múltiplas comparações pelo teste de Tukey no grupo DMSO e 
o ANOVA seguido do teste paramétrico de t-test no grupo PBS. O nível de significância admitido foi de p<0,05, 
sendo *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001. 
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4.7 Os peptídeos ZR3 e ZR8 induzem uma resposta imunológica protetora na 

esporotricose 

 

Foram determinados os níveis de IFN-, IL-17A e IL-1 induzido pelos peptídeos 

imunogênicos na esporotricose subcutânea. Foi avaliada a lesão, baço e linfonodo para 

confirmar se a vacina induz uma resposta imunológica protetora na esporotricose 

subcutânea. 

O peptídeo ZR8 aumentou todos os níveis dessas citocinas na lesão (Figura 20A, 

Figura 21A e Figura 22A). Os camundongos vacinados com o peptídeo ZR8 também 

tiveram altos níveis de IFN- no linfonodo e IL-1 no baço (Figura 20E e Figura 22C). O 

peptídeo ZR3 aumentou a produção de IFN- na lesão (Figura 19A). Os camundongos 

vacinados com o peptídeo ZR4 tiveram níveis similares de citocina com o respectivo 

controle (Figura 20B, 20D e 20F, Figura 21B, 21D e 21F e Figura 22B, 22D e 22F). Uma 

resposta Th1/Th17 é protetora na esporotricose (KAJIWARA et al., 2004; UENOTSUCHI et 

al., 2006; CHEN et al., 2017). Foi comprovado que a ausência de IL-1 prejudica a resposta 

adaptativa na esporotricose causada por S. schenckii (GONÇALVES et al., 2017). No 

presente trabalho, nós observamos uma resposta Th1/Th17 e altos níveis de IL-1 nos 

camundongos vacinados com o peptídeo ZR8.  

Embora a vacinação, com os peptídeos imunogênicos, não tenha diminuído a carga 

fúngica na esporotricose subcutânea, os peptídeos ZR3 e ZR8 induziram uma resposta 

imune protetora na esporotricose com aumento de linfócitos TCD4 e altos níveis de IFN- e 

IL-17A, sendo que o peptídeo ZR8 foi o melhor candidato à vacina na esporotricose 

subcutânea, avaliado nesse trabalho. 
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Figura 20. Concentração de IFN- na lesão, baço e linfonodo dos camundongos vacinados com os 
peptídeos imunogênicos na esporotricose subcutânea. Cinco grupos de camundongos BALB/c (n = 7 por 
grupo) foram vacinados com 20 µg dos peptídeos imunogênicos ou 20 µL de PBS ou DMSO, juntamente com o 
adjuvante de Freund’s na proporção 1:1, intramuscularmente no dia zero, 7º e 14º dia. No 35º dia os 
camundongos foram eutanasiados em câmera de CO2, foram retirados a lesão, baço e linfonodo para a dosagem 
de IFN-. A concentração de IFN- foi avaliada por ELISA, sendo (A e B) na lesão, (C e D) no baço e (E e F) no 
linfonodo, no grupo DMSO e grupo PBS respectivamente. Representado 1 experimento de 3 experimentos 
independentes. Os resultados foram expressos com o desvio padrão. A análise estatística foi analisada pelo 
One-Way ANOVA, e múltiplas comparações pelo teste de Tukey no grupo DMSO e o ANOVA seguido do teste 
paramétrico de t-test no grupo PBS. O nível de significância admitido foi de p<0,05, sendo *: p<0,05; **: p<0,01; 
***: p<0,001. 
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Figura 21. Concentração de IL-17A na lesão, baço e linfonodo dos camundongos vacinados com os 
peptídeos imunogênicos na esporotricose subcutânea. Cinco grupos de camundongos BALB/c (n = 7 por 
grupo) foram vacinados com 20 µg dos peptídeos imunogênicos ou 20 µL de PBS ou DMSO, juntamente com o 
adjuvante de Freund’s na proporção 1:1, intramuscularmente no dia zero, 7º e 14º dia. No 35º dia os 
camundongos foram eutanasiados em câmera de CO2, foram retirados a lesão, baço e linfonodo para a dosagem 
de IL-17A. A concentração de IL-17A foi avaliada por ELISA sendo (A e B) na lesão, (C e D) no baço e (E e F) no 
linfonodo, no grupo DMSO e grupo PBS respectivamente. Representado 1 experimento de 3 experimentos 
independentes. Os resultados foram expressos com o desvio padrão. A análise estatística foi analisada pelo 
One-Way ANOVA, e múltiplas comparações pelo teste de Tukey no grupo DMSO e o ANOVA seguido do teste 
paramétrico de t-test no grupo PBS. O nível de significância admitido foi de p<0,05, sendo *: p<0,05; **: p<0,01; 
***: p<0,001. 
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Figura 22. Concentração de IL-1 na lesão, baço e linfonodo dos camundongos vacinados com os 
peptídeos imunogênicos na esporotricose subcutânea. Cinco grupos de camundongos BALB/c (n = 7 por 
grupo) foram vacinados com 20 µg dos peptídeos imunogênicos ou 20 µL de PBS ou DMSO, juntamente com o 
adjuvante de Freund’s na proporção 1:1, intramuscularmente no dia zero, 7º e 14º dia. No 35º dia os 
camundongos foram eutanasiados em câmera de CO2, foram retirados a lesão, baço e linfonodo para a dosagem 
de IL-1. A concentração de IL-1 foi avaliada por ELISA sendo (A e B) na lesão, (C e D) no baço e (E e F) no 
linfonodo, no grupo DMSO e grupo PBS respectivamente. Representado 1 experimento de 3 experimentos 
independentes. Os resultados foram expressos com o desvio padrão. A análise estatística foi analisada pelo 
One-Way ANOVA, e múltiplas comparações pelo teste de Tukey no grupo DMSO e o ANOVA seguido do teste 
paramétrico de t-test no grupo PBS. O nível de significância admitido foi de p<0,05, sendo *: p<0,05; **: p<0,01; 
***: p<0,001. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Atualmente as infecções fúngicas se tornaram um grupo emergente dentro das 

doenças infecciosas. A pandemia da AIDS, o aumento do uso de quimioterápicos no 

tratamento do câncer, e outros fatores que diminuem a resposta imunológica do hospedeiro, 

juntamente com procedimentos hospitalares invasivos, como o uso de cateteres, 

aumentaram os casos de infecções disseminadas causadas por fungos (BROWN, G. D., 

2011; WÜTHRICH; DEEPE JR; KLEIN, 2012; WÜTHRICH et al., 2015). A Candida albicans 

é um dos principais agentes em infecções sanguíneas hospitalares (PFALLER et al., 2011). 

Já a aspergilose é uma das infecções mais relatadas em pacientes com neoplasias 

sanguíneas (WALSH et al., 2008). Aproximadamente, mais de um milhão de novos casos de 

criptococose, são estimados no mundo em pacientes com AIDS, sendo que metade desses 

pacientes vão a óbito com a doença (PARK et al., 2009). 

Antifúngicos são as principais escolhas no tratamento de infecções fúngicas, em 

pacientes imunossuprimidos e imunocompetentes. Entretanto, a resistência está sendo 

recorrente em quase todas as drogas antifúngicas (TRAVASSOS; TABORDA, 2017). Várias 

doenças foram erradicadas com o uso de vacinas, como a varíola em seres humanos e da 

peste bovina em animais, juntamente com a quase erradicação ou a prevenção bem-

sucedida de outras infecções virais ou bacterianas (NANJAPPA; KLEIN, 2014). No entanto, 

o desenvolvimento de vacinas contra infecções fúngicas ainda é um desafio, em parte 

devido à falta de conhecimento sobre os mecanismos de uma imunidade protetora contra 

infecções fúngicas e a complexidade genética dos fungos (WÜTHRICH et al., 2015). 

Atualmente, apenas 2 antígenos estão em estágios clínicos para a criação de uma nova 

vacina contra infecções fúngicas, ambos para candidíase (CASSONE; CASADEVALL, 

2012). 

A esporotricose, embora seja classificada como uma micose subcutânea pode 

evoluir para formas mais graves e profundas ocasionando lesões deseminadas, amputações 

e óbitos (DE LIMA BARROS; DE ALMEIDA PAES; SCHUBACH, 2011; FREITAS, D. F. et 

al., 2015b). Após o surto zoonótico, a doença se tornou endêmica no Rio de janeiro 

(SCHUBACH, T. M. P. et al., 2002). Os gatos são altamente suscetíveis à doença, e mesmo 

após tratamento adequado os animais acabam falecendo. Outros estados como São Paulo, 

Rio Grande do Sul e Paraná tem demonstrado aumento progressivo nos casos de 

esporotricose. A nova espécie descrita S. brasiliensis, é a espécie mais diagnosticada 

nesses casos (RODRIGUES et al., 2013).  

O presente estudo propôs um modelo imunoproteômico para selecionar os peptídeos 

imunogênicos da cepa S. brasiliensis 5110, com a intenção de criar uma vacina contra a 
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esporotricose. Após a identificação de 34 proteínas foram selecionados os peptídeos com 

maior probabilidade de se acoplar com o MHC de classe II, por meio de programas de 

predição. Encontrar um peptídeo que acople ao MHC de classe II, utilizando esse modelo, é 

um método muito utilizado em diversas abordagens para a construção de vacinas (BÄR et 

al., 2012; SERNA et al., 2014; WÜTHRICH et al., 2015). Porém, a análise utilizada por 

esses programas pode não ser precisa. Na busca de um peptídeo comum para várias 

infecções fúngicas, WÜTHRICH et al. (2015) sintetizaram 10 peptídeos (de uma proteína 

imunogênica comum em vários fungos dimórficos) com alto grau de afinidade a molécula de 

MHC de classe II, e apenas um peptídeo foi capaz de promover proliferação em células 

sensibilizadas. Em outro estudo, foi isolado e caracterizado epítopos de Candida albicans, 

utilizando coluna especifica para MHC de classe II, para isolar o complexo MHC-peptídeo 

das células dendríticas que entraram em contato com a Candida albicans previamente. 

Desse modo, após a eluição dessa coluna foi possível identificar os peptídeos apresentados 

por essas células. De acordo com os programas de predição, esses peptídeos identificados 

no complexo MHC-peptídeo, tem alta capacidade de se acoplar na molécula de MHC de 

classe II (BÄR et al., 2012).    

No presente estudo foram identificados 60 peptídeos com um grau alto/intermediário 

para se acoplar no MHC de classe II, foram sintetizados apenas os 7 peptídeos com 

melhores níveis de predição, desses peptídeos apenas 3 foram capazes de induzir 

proliferação in vitro (ZR3, ZR4 e ZR8). Candidatos à vacina contra paracoccidioidomicose, 

aspergilose e blastomicose também foram capazes de induzir expansão celular in vitro 

(TABORDA et al., 1998; DIAZ-AREVALO; ITO; KALKUM, 2012; WÜTHRICH et al., 2015).  

Nós utilizamos uma imunização com fungo morto por calor e observamos diminuição 

da carga fúngica na esporotricose disseminada, juntamente com o aumento de IFN-, 

comprovando que uma resposta de memória pode gerar proteção na esporotricose. As 

células TCD4, por meio da secreção das citocinas pro infamatórias, determinam a 

resistência do hospedeiro contra infecções fúngicas como paracoccidioidomicose, 

coccidioidomicose, aspergilose e candidíase (WÜTHRICH et al., 2015; TRAVASSOS; 

TABORDA, 2017). A resposta Th1 é caracterizada pela produção de IFN-, que aumenta a 

atividade microbicida de macrófagos, sendo a citocina mais importante na proteção contra a 

esporotricose (UENOTSUCHI et al., 2006). As células Th17 estão envolvidas no 

recrutamento de neutrófilos e são importante contra infecções fúngicas (ROMANI, 2011; 

MARCOS et al., 2016). Uma vacina utilizando os peptídeos ZR8 e ZR3 foi capaz de 

aumentar o número de linfócitos TCD4 no baço e no linfonodo (apenas ZR8), juntamente 

com um aumento no número de neutrófilos nas lesões. Esse aumento de linfócitos TCD4 no 

baço e linfonodos corroboram com o aumento de IFN- nas lesões dos camundongos 

vacinados com os peptídeos ZR3 e ZR8. 
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O peptídeo ZR8 foi o mais promissor candidato a vacina contra a esporotricose 

subcutânea. Além do aumento nos linfócitos TCD4 no baço e no linfonodo e dos níveis de 

IFN- nas lesões, o peptídeo ZR8 foi a única vacina que aumentou os níveis de IL-17A nas 

lesões. Acreditamos que esse aumento de IL-17A esteja associado com o aumento da 

população de linfócitos TCD4 nos linfonodos, presente somente nos camundongos 

vacinados com o peptídeo ZR8. Com todos esses fatores, confirmamos a eficácia do ZR8 

em induzir uma resposta de memória protetora contra a esporotricose. Os camundongos 

vacinados com ZR8 também tiveram aumento no número de células CD3-/CD19+ no baço. 

Já foi demonstrado que uma resposta humoral eficiente esta associado com o aumento de 

IFN- na esporotricose (NASCIMENTO; ALMEIDA, 2005; NASCIMENTO et al., 2008; DE 

ALMEIDA, J. R. F. et al., 2015). 

Por meio de uma abordagem imune diferente, CHEN et al. (2017) desenvolveram um 

potencial candidato à vacina contra S. globosa usando um fago recombinante com um 

peptídeo de GP70. Este fago recombinante com o peptídeo aumenta as células Th1 e induz 

uma forte resposta humoral que diminui a carga fúngica na esporotricose disseminada 

causada por S. globosa. Pelo fato da GP70 ser a proteína mais antigênica das espécies 

Sporothrix spp., também utilizamos uma sequência da GP70 (LKFLALASVISATSA), 

diferente da usada por CHEN et al. (2017), e foi a mais promissora vacina na esporotricose 

subcutânea causada por S. brasiliensis, observada nesse trabalho. 

Apesar do aumento de neutrófilos nas lesões, linfócitos TCD4 e células CD3-/CD19+, 

com uma resposta Th1/Th17, juntamente com a diminuição no diâmetro das lesões no 15° 

dia de infecção, não observamos diminuição de carga fúngica após 35 dias de infecção. 

Curiosamente no 35° dia de infecção os diâmetros das lesões foram similares ao grupo 

controle. Acreditamos que em momentos anteriores pode ter havido a diminuição da carga 

fúngica. A cepa S. brasiliensis 5110 é altamente virulenta, provocando carga fúngica 

elevada e crônica em vários modelos de esporotricose (CASTRO et al., 2013; DE ALMEIDA, 

J. R. F. et al., 2015; DE ALMEIDA, J. R. et al., 2017). 

Diferentes adjuvantes podem modificar a progressão da esporotricose após a 

vacinação com os peptídeos imunogênicos. Por meio de diferentes adjuvantes como 

hidróxido de alumínio, Montanide™ Pet Gel A (PGA) e um vetor fago recombinante, 

associados a diferentes proteínas e peptídeos do Sporothrix spp., foi observado a 

diminuição da carga fúngica na esporotricose causada por S. schenckii e S. globosa (CHEN 

et al., 2017; PORTUONDO et al., 2017). Na blastomicose, um tetrâmero foi utilizado como 

adjuvante em um modelo de vacina protetor na doença (WÜTHRICH et al., 2015). 

CASTRO et al. (2013) observaram disseminação da esporotricose a partir de uma 

infecção subcutânea com conídios da cepa S. brasiliensis 5110, após 45 dias, 

diferentemente do que observamos neste trabalho, onde a infecção com leveduras da 
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mesma cepa, por 35 dias, não evoluiu para uma disseminação. Na transmissão zoonótica, 

os gatos infectados inoculam cargas elevadas de levedura de S. brasiliensis profundamente 

no tecido, sendo isso determinante na gravidade dos casos com a espécie S. brasiliensis 

(FERNANDES, K. et al., 2000; SCHUBACH, T. M. P. et al., 2002). A levedura da cepa S. 

brasiliensis 5110 está bem adaptada ao tecido subcutâneo, e é muito difícil para o sistema 

imunológico sozinho efetuar a eliminação do fungo. Em nosso modelo, uma resposta 

protetora não foi o suficiente para diminuir a carga fúngica, sendo assim mais imunizações, 

durante a infecção, juntamente com a associação de diferentes adjuvantes em em um 

período maior de infecção, seriamos capazes de observar melhor a eficácia dessa vacina na 

esporotricose subcutânea. A eficácia dos peptídeos também deve ser avaliada em outras 

formas da esporotricose, já que observamos a proteção contra a forma disseminada doença 

utilizando o fungo morto por calor. 

Em conclusão, a partir de 34 proteínas identificadas de S. brasiliensis, foram 

selecionados 3 peptídeos que induzem a proliferação em células sensibilizadas in vitro. 

Demonstraram que os peptídeos ZR8 e ZR3 induzem uma resposta imune protetora contra 

a esporotricose. No entanto, essa resposta imune celular não foi suficiente para diminuir a 

carga fúngica. Estes dados demonstram avanços nas abordagens imunológicas para um 

desenvolvimento de vacina antifúngica, juntamente com a identificação dos peptídeos ZR8 e 

ZR3 como candidatos a vacina na esporotricose subcutânea. 
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6. CONCLUSÕES  

Com esse trabalho concluímos que: 

 

 Confirmamos uma proteção na esporotricose disseminada, por meio de células de 

memória induzidas por S. brasiliensis morto por calor; 

 

 Identificamos 34 proteínas da cepa S. brasiliensis 5110 por meio de um modelo 

imunoproteômico; 

 

 Por meio de programas de predições, identificamos 3 peptídeos (ZR3, ZR4 e ZR8) 

capazes de induzir proliferação celular in vitro; 

  

  Uma vacina com os peptídeos ZR3, ZR4 e ZR8 foram capazes de diminuir o 

diâmetro das lesões e não promover lesões secundárias na esporotricose 

subcutânea; 

 

 O peptídeo ZR8 foi o melhor candidato a vacina, uma vez que foi capaz de aumentar 

os linfócitos TCD4 e linfócitos B, juntamente com os níveis de IFN-, IL-17A e IL-1, 

sendo assim uma imunidade protetora na esporotricose subcutânea; 

 

 Apesar da imunidade protetora, a vacina com o peptídeo ZR8 não foi capaz de 

diminuir a carga fúngica no presente modelo de esporotricose subcutânea; 
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