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I. RESUMO

A esporotricose € uma micose provocada pelo fungo Sporothrix schenckii, resultante
da inoculacdo direta de conidios e hifas do fungo. A doenca se desenvolve habitualmente na
pele, no tecido subcutaneo, podendo através dos vasos linfaticos, comprometer 6rgdos
internos. Nos ultimos anos tem-se voltado a atencdo a participacao do receptor Toll Like-2 no
reconhecimento e fagocitose de diversos antigenos fungicos. A partir disto, o objetivo deste
estudo foi estudar a influéncia do receptor Toll Like-2 no processo de fagocitose do
Sporothrix schenckii em camundongos C57BL/6.

Este estudo avaliou o processo de internalizagdo do Sporothrix schenckii por
macréfagos murinos obtidos de camundongos C57BL/6 WT e C57BL/6 TLR-2 KO. Os
experimentos foram realizados através da utilizacdo de l&minas de cultura celular e
microscopia 6tica. Além de analisar a viabilidade de células fungicas internalizadas através de
ensaios de sobrevivéncia.

Como resultados pudemos observar a significativa importancia do TLR-2 no processo
de internalizacdo deste microrganismo, uma vez que o estudo evidenciou uma eficécia de
internalizacdo acima de 85% dos macrofagos obtidos de animas selvagens em relacdo aos
obtidos de animais TLR-2 KO. Além disso, através de ensaios de sobrevivéncia foram obtidos

resultados que sugerem a auséncia de viabilidade das células fungicas depois de fagocitadas.

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A esporotricose € uma micose provocada pelo fungo Sporothrix schenckii pertencente
a classe dos Hyphomycetes (DONADEL et al., 1993), o qual ¢é constituido de hifas septadas,
com conidios lateralmente na hifa ou em grupos no final de conidiéforos. Quando se
desenvolve a 37°C, cresce na forma de levedura. Em muitos casos crescem redondos, ovais ou
em forma de charuto e se reproduzem por brotamento (GORI et al., 1997; MENDEZ-TOVAR

et al., 2004). A manifestacdo da doenca € resultante da inoculacdo direta de conidios e hifas



do fungo. O habitat do Sporothrix schenckii € o solo, onde vive em associagdo com restos
vegetais, bolor e madeira, em regiGes de climas temperado e tropical imido (ROSA et al.,
2005). Fatores geoclimaticos, como elevada altitude, alta quantidade de chuvas, alta umidade
do ar e temperaturas amenas, sdo favoraveis para o crescimento do Sporothrix schenckii
(AGARWAL et al.,, 2008). Assim, a esporotricose € uma importante micose cutanea
endémica, de distribuicdo mundial, encontrada principalmente em regides de clima temperado
ou tropical (BELKNAP, 1989; BARROS et al., 2003). Na América do Sul, a doenca ocorre
com maior freqiiéncia no outono imido ou verdo (LOPES et al., 1999), onde a maior parte
das infeccbes ocorrem emareas rurais, tendo aproximadamente um caso a
cada mil individuos (PAPPAS et al., 2000). A infeccdo estd associada a trauma durante o
curso de trabalhos em que ha contato com o solo, sendo tratamento é necessario paraa
maioria dos pacientes (KUSUHARA et al., 1988).

A doenca se desenvolve habitualmente na pele, no tecido subcutaneo e, através dos
vasos linfaticos, pode comprometer 6rgaos internos (NASCIMENTO et al, 2005; MENDOZA
et al., 2007; FERNANDES et al., 2008; CARLOS et al., 2009). A disseminacdo em estruturas
osteo-articulares e visceras possam ocorrer tanto individuos em saudaveis como em
individuos imunodeprimidos, especialmente os individuos com AIDS (DURDEN et al.,
1997). Entretanto, formas disseminadas da doenca sdao menos comuns e quase sempre estao
associadas a imunossupressao. Nesses casos 0 fungo pode invadir o sistema sanguineo e
disseminar-se para outros tecidos. Pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA) sdo altamente susceptiveis ao desenvolvimento de esporotricose (ROCHA et al.,
2001; CARVALHO et al., 2002; HARDMAN et al., 2005). Por outro lado, casos de
esporotricose osteo-articular sdo manifestagfes que normalmente acometem pessoas em uso
abusivo de &lcool (HOWELL & TOOHEY, 1998). A disseminacdo do fungo para o pulméo,
da mesma forma, estd relacionada ao abuso de alcool ou a pessoas que possuem obstrucéo

pulmonar crénica (PLUSS & OPAL, 1986).



As primeiras barreiras de infeccdo dos diferentes patdgenos sdo a pele intacta do
hospedeiro, as superficies mucosas e 0s seus produtos de secrecdo. Elas sdo defesas notaveis
contra a maior parte das infeccbes (LAMM, 1997). Em geral, em individuos saudaveis,
apenas algumas infecc¢des sdo causadas por microrganismos relativamente virulentos que séo
capazes de causar dano ou penetrar as barreiras epiteliais intactas (MARSHALL, 2000). Por
outro lado, a maior parte das infec¢fes de pele e mucosa em pessoas saudaveis € causada por
microrganismos menos virulentos que entram na pele e mucosa através de locais lesados,
como é o caso da esporotricose (APPENZELLER et al., 2006). Sabe-se também que ha
necessidade de uma ampla variedade de respostas imunes para controlar cada tipo de
infeccdo. O local da infeccdo e o tipo do patdgeno sdo fatores determinantes do tipo de
resposta imune a ser elaborada. Os mecanismos de resisténcia e suscetibilidade em infec¢des
com Sporothrix schenckii ainda ndo sdo totalmente conhecidos (CARLQOS et al., 2009).

Os componentes do sistema imunoldgico séo classificados em duas categorias o
sistema imune inato e o sistema imune adaptativo (JANEWAY & MEDZHITOV, 2002;
AZUMA, 2006). O sistema imune inato compreende 0s componentes que atuam na primeira
linha de defesa tentando impedir a entrada de patdgenos nos tecidos. Estes incluem as
barreiras epiteliais e diversas componentes quimicas de defesa, alem de células fagociticas.
Componentes do sistema imune inato também ativam a resposta imune adaptativa antigeno-
especifica (JANEWAY & MEDZHITQV, 2002; AZUMA, 2006).

Os macrofagos sdo células do grupo dos fagdcitos mononucleares, os quais atuam
como células apresentadoras de antigenos (CAA). Os precursores destas células estdo
presentes no sangue e sdo denominados de mondcitos. Amplamente distribuidos pelo corpo,
0s macrdéfagos sdo responsaveis por numerosos processos imunoldgicos e inflamatorios
constituindo uma defesa imediata contra elementos estranhos ao organismo. Algumas
localizagbes particulares destas células incluem 6rgdos como bago, figado (células de

Kupffer), pulmdo e nddulos linféides. Na pele sdo chamados de células de Langerhans,



possuindo caracteristicas funcionais especificas em cada local (ADAMS, 1979; HALLIWELL
& GUTTERIDGE, 1999). Os macrofagos estdo intimamente envolvidos na resposta imune.
As principais funcBes destas células estdo relacionadas ao processo inflamatério, ao
processamento e apresentacdo dos antigenos, & ativacdo de linfocitos T e B, a capacidade
fagocitica, ao processo de hematopoiese e de reparo tecidual, além da atividade citotoxica
contra células tumorais e microrganismos (WING & REMINGTON, 1980; CAVAILLON,
1994; POPOV, et al., 1999; VADIVELLO et al., 2000; COOK et al., 2001).

A fagocitose envolve a entrada de particulas sélidas, tipicamente > 0,5um, inclusive
células que sofreram apoptose e microrganismos (JUTRAS & DESJARDINS, 2005). Em
mamiferos, a fagocitose comumente envolve receptores para por¢do Fc dos anticorpos e para
o complemento, os quais facilitam o engolfamento das particulas opsonizadas (SWASON &
HOPPE, 2004). Além disso, a fagocitose pode ocorrer independentemente da presenca de
opsoninas, através de receptores para componentes comuns de diferentes microrganismos
como os receptores “Toll-like” (DRAPER et al., 2006), que serdo descritos com mais detalhes
nos paragrafos seguintes.

Quando a fagocitose ocorre, os macrofagos englobam particulas como bactérias,
leveduras, células tumorais e células senescentes e, para eliminar essas particulas ingeridas,
eles produzem substancias derivadas de oxigénio e nitrogénio (MARCINKIEWICZ, 1997,
ADEREM & UNDERHILL, 1999; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Muitos
microrganismos patogénicos podem invadir as células e utilizar este ambiente para se
multiplicar ou escapar da resposta imune do hospedeiro. Quando 0s microrganismos sao
fagocitados, tanto podem ser destruidos, como também desenvolver diferentes estratégias que
permitam sua replicacdo e sobrevivéncia no interior de células fagociticas ou ndo fagociticas
(FINLAY & FALKOW, 1997). Brummer et al. (1989) verificaram a presenca de
Paracoccidioides brasiliensis no interior de macréfagos peritoneais residentes indicando que

estes ndo sdo capazes de efetuar a digestdo do fungo, que sé ocorre ap6s a ativagdo por



linfocinas desses macréfagos. Uma situacdo semelhante que mostra a capacidade de um
microrganismo sobreviver no interior celular depois de um processo de fagocitose foi
observada por Lamberti et al. (2010). Nesse estudo, a sobrevivéncia de Bordetella pertussis
no interior de macrdfagos foi encontrada quarenta e oito horas apds a infecgdo e o nimero de
bactérias intracelulares viaveis por célula aumentou, sugerindo que Bordetella pertussis é
capaz de replicar neste tipo de compartimento. InfeccGes experimentais em ratos com
Cryptococcus neoformans demonstraram que o fungo pode sobreviver permanecendo
dormente e ser reativado por um evento imunocomprometedor (ABEGG, 2003). Entretanto
ndo héa estudos que demonstrem a sobrevivéncia do fungo Sporothrix schenckii no interior de
macrofagos e nem o papel dos receptores TLR-2 no reconhecimento deste microrganismo no
processo de fagocitose. Uma vez que os fagdcitos agem como células regulatorias e efetoras
do sistema imune, 0 aumento da fungdo fagocitica pode ser aplicado como terapia contra
infeccdes microbianas (POPOV et al., 1999). Se uma falha nesse sistema estiver estabelecida,
h& maior facilidade do microrganismo se desenvolver no hospedeiro e intensificar 0 processo
infeccioso.

E bem estabelecido que o sistema imune inato fornece sinais para a ativacdo do
sistema imune adaptativo, que induz a diferenciacdo dos linfocitos em diferentes fenotipos
com acdes efetoras ou de memoria. Os fendtipos Th1/Th2 refletem o resultado da ativacdo
das células T (NOBEN-TRAUTH et al., 2000). Células Thl exibem um padrdo de resposta
pré-inflamatoria, agem contra células cancerigenas e agentes patogénicos intracelulares e
atuam na resposta de hipersensibilidade do tipo tardia a antigenos virais e bacterianos
produzindo IFN-y, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF-a) (LEE et al., 2006). Células Th2
atuam com caracteristicas anti-inflamatdrias na protecdo contra patdgenos extracelulares e
liberam as interleucinas IL-4, IL-5, IL-10 que ativam a imunidade humoral (MUTHUKURO
et al., 2005). Esta diferenciacdo dos padrdes de resposta imune ocorre a partir do contato dos

linfdcitos ditos Th precursores com o antigeno (SZABO et al., 2003).



Em trabalhos prévios realizados por nosso grupos de pesquisa, Maia et al. (2006)
avaliaram o perfil de diferenciacdo de linfocitos T durante a esporotricose, as células Thl
produzem IFN-y que ativam macréfagos e promovem a imunidade mediada por células, neste
trabalho foram encontrados baixos niveis de producdo de NO e baixa atividade de iNOS na
fase inicial (12 e 22 semanas) e tardia (9% e 102 semanas) da infec¢do ao contrario da 4% e 7@
semanas onde os niveis destas moleculas foram elevados. A producdo de IFN- y e IL-12
estava em conformidade com a deteccdo de NO/iINOS, mostrando a presenca de resposta
imune celular durante todo o processo infeccioso. A producdo de IL-4 mostrou um aumento
nos niveis apos a 5% e 6% semanas 0 que sugere uma participacdo de resposta Th2 neste
periodo. A respeito destes resultados, o estudo demonstrou que na infeccdo experimental a
resposta imune celular participou ao longo do periodo analisado como um mecanismo
dependente do Oxido nitrico, enquanto a presenca da resposta Th2 a partir da 5% semana
sugere a participacdo da resposta imune humoral em estagios avancados da esporotricose
(MAIA et al., 2006).

Os mecanismos imunologicos envolvidos na prevencdo e controle da esporotricose
sugerem que a imunidade mediada por células apresenta um importante papel na protecdo do
hospedeiro contra Sporothrix schenckii (CARLOS et al., 1992; CARLOS et al., 1994). Em
infeccOes experimentais, camundongos atimicos sdo mais suscetiveis a esporotricose, e a
imunidade adquirida contra Sporothrix schenckii é principalmente ativada por macréfagos
mediados por células T (TACHIBANA et al., 1999). O principal mecanismo de defesa contra
fungos é a eliminagdo de microrganismos por macrofagos através da fagocitose e da producéo
de agentes tdxicos, tais como compostos intermediarios reativos de nitrogénio, como o 6xido
nitrico (NO), um potente mediador das respostas imune e inflamatéria (CARLOS et al.,
2003).

O reconhecimento de microrganismos pelo sistema imune inato é o primeiro passo

para a ativacdo de uma resposta imunoldgica mais acelerada. Os responséveis por essa



resposta sdo receptores do tipo “Toll-like receptor” (TLR), os quais fazem parte de uma
familia de receptores transmembranicos evolutivamente conservados que contém um dominio
externo a membrana com sequéncias ricas em leucina, particular para cada TLR (GAY &
KEITH, 1991; CARLOS et al., 2009; SASSA et al., 2009). Esses receptores sdo 0s principais
receptores de reconhecimento padrdo (PRR) envolvidos na imunidade inata. S&o encontrados,
principalmente, nas células do sistema imunoldgico (neutréfilos, macréfagos, células
dendriticas, entre outras) e sdo capazes de reconhecer alguns poucos padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs) (AKIRA et al.,, 2006). TLRs e outos PRRs conferem
reconhecimento de alguns PAMPs e suas sinalizagdes desencadeiam na maioria das vezes
uma resposta inflamatoria seguida pela liberagcdo de citocinas pré-inflamatorias que induz a
expressao de moléculas co-estimulatorias para promover a ativacao de imunidade adaptativa
durante a apresentacdo de antigenos. A ativacdo simultdnea de mdltiplos PRRs por um
patdgeno torna o sistema imunoldgico apto para uma efetiva resposta imune (ROEDER et al.,
2004). A ativacdo dos macrofagos via TLR pode resultar na producdo de citocinas
inflamatdrias como fator de necrose tumoral (TNF)-a, IL-1 e IL-6. Essas citocinas agem em
células do sistema imunologico através da ligacdo aos especificos receptores de superficie
celular, induzindo respostas celulares. Estas citocinas inflamatorias produzidas por
macrofagos ativados proximos ao local de infeccdo, promovem inflamacdo, aumentando a
permeabilidade do endotélio vascular, o que promove o deslocamento de células do sistema
imune para a regido afetada, sendo os neutrdfilos as primeiras células a chegarem ao local da

inflamacdo (MORESCO et al.; 2011).

Os PAMPs estdo expostos geralmente na superficie de microrganismos como virus,
bactérias, fungos e parasitas, apresentando caracteristicas comuns: sao expressos normalmente
por microrganismos e nao por células do hospedeiro, mostram pouca variagdo entre 0s

microrganismos e a sua expressdo é essencial para a sobrevivéncia destes patdgenos
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(TEIXEIRA et al., 2002). Sdo exemplos de PAMPs: lipopolissacarideo bacteriano (LPS),
presentes em todas as bactérias gram-negativas, peptideoglicanos presentes em todas as
bactérias gram-positivas, B-glucanas presentes na superficie de fungos (LIEW et al., 2005).
Alguns componentes da parede celular do fungo Sporothrix schenckii parecem estar
relacionados a viruléncia deste fungo (SGARBI et al.,, 1997; CARLOS et a., 1999;
FERNANDES et al., 2000). Castillo et al. (1990) demonstraram que 0s antigenos da
superficie celular do fungo Sporothrix schenckii, presentes tanto na fase miceliar quanto na
leveduriforme, podem induzir a producdo de anticorpos. Por outro lado, estudos mostraram
que lipideos da superficie celular podem inibir a fagocitose das células leveduriformes, pelos
macrofagos peritoneais in vitro, sugerindo um possivel mecanismo de escape do patdgeno
durante a infeccdo fungica (ODA et al., 1983; CARLOS et al., 2003). Uma efetiva resposta
imune depende do reconhecimento pelos macréfagos dos PAMPs que distinguem o agente
infeccioso do  “proprio”. ApOs esse reconhecimento provocam a producao
de mediadores inflamatorios (AKIRA,2006).  Além  disso, asinalizagdo via TLR
é fundamental para aadaptacdo imunologicaem respostaa patdgenos infecciosos
(AKIRA et al, 2001; CARLOS et al., 2009). Os receptores TLR sdo expressos na grande
maioria das células do sistema imunologico, incluindo células T, células B, mastdcitos,
eosindfilos, macréfagos e células dendritica, além de também serem expressos em células ndo
imunes, como queratinécitos, células epiteliais, fibroblastos e células musculares. O controle
da expressao destes receptores é regulado por varios fatores sendo os principais, as citocinas
inflamatorias, como IL-1B, TNF-a, ¢ IFN-y; além do LPS de outros componentes bacterianos
e virais (HAOLI JIN et al, 2009). Recentes estudos demonstram que TLR-2 e TLR-4 sdo
cruciais para o reconhecimento de PAMPs dos fungos Aspergillus fumigatus e Candida
albicans (UNDERHILL et al., 1999; MEIER et al.,2003; BRAEDEL et al.,2004).
Camundongos deficientes para TLR-4 apresentaram aumento na susceptibilidade a infecgdes

por Candida (NETEA et al., 2002). Entretanto, Netea et al. (2004) demonstraram que a
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auséncia de TLR-2 aumentou a resisténcia de camundongos a candidiase e que este fato esta
associado com a diminuicdo de citocinas anti-inflamatorias, mas ndo pré-inflamatorias,
melhorando o recrutamento de leucdcitos para os sitios de infeccao.

Foi também observado por Levitz (2004) e Netea (2002) que a acdo de anticorpos
dirigidos contra TLR-2, atua prejudicando a produgéo de TNF-a estimulada pela C. albicans,
0 que pode afetar o recrutamento de macréfago. Ja J.E.Wang et al. (2001) observaram a
producdo de TNF-a estimulada por hifas de A. fumigatus foi inibida por anticorpos
monocloanais dirigida contra TLR-4 ou CD14, mas ndo por anticorpos anti-TLR-2 . Outro
resultando interessante foi encontrado por Villamon et al. (2004) e Netea et al (2004), onde
camundongos deficientes para TLR-2 apresentaram maior sobrevida em infeccdes por
C.albicans que os animais controle, que apresentavam esse receptor. A provavel ocorréncia
deste resultado se da pela liberacdo prejudicada de IL-10 no TLR-2 KO, o que resultou em
uma diminuicdo de células T reguladoras CD4 + e CD25 +. No entanto, em outros estudos
como o de Bellocchio et al., (2004) utilizando-se camundongos TLR-2 KO infectados por C.
albicans, os animais tiveram sua sobrevivéncia significativamente alterada. Alem disso, TLR-
2 estd envolvido nos mecanismos de resposta do hospedeiro a outros microrganismos como
Staphylococcus, Mycobacterium e Pneumococcus (KRUTZIK et al., 2003; KOEDEL et al.,
2003). Netea et al. (2008) analisou o papel dos receptores TLR-1 e TLR-6 no reconhecimento
de Candida albicans e verificou o ndo envolvimento de TLR-1. Em contraste, demonstrou
que TLR-6 modula o balanco na producdo de citocinas dos perfis Thl e Th2, ja que,
camundongos “Knock-out” TLR-6 foram defectivos para producgéo de IL-10 e eficientes para
a producdo de IFN-y. Assim, pode-se demonstrar que o TLR-2 colabora com TLR-1 para
discriminar patdégenos que expressam lipoproteinas na superficie, enquanto o TLR-4 atua
individualmente discriminando patégenos que expressam lipopolissacarideos (LPS) em sua

superficie (JIANZHONG ZHU et al.; 2011; MORESCO et al.; 2011) (Figura 1).
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Figura 1. Fonte de resposta e exemplos de ligantes dos receptores TLR-2 e TLR-4.

No trabalho realizado em nosso laboratério, Sassa et al. (2009) avaliou-se a
participacdo dos TLR-4 no reconhecimento do fungo Sporothrix schenckii, os resultados
demonstraram que tanto mediadores pro-inflamatérios (NO e TNF-a) quanto
antiinflamatérios (I1L-10) estavam reduzidos nos camundongos deficientes do receptor TLR-4
sugerindo um envolvimento do mesmo no reconhecimento do agente infeccioso. Estudos
recentes com A. fumigatus mostraram que este é capaz de modular as respostas imunes
mediadas por TLR, diminuindo diretamente acapacidade das células hospedeiras
responderem a ligagdo TLR-2 e TLR-4 (CHAI et.al., 2011), mecanismo esse que oferece
uma vantagem inicial ao fungo melhorando suas chances de sobrevivéncia. Além disso, sabe-
se que os receptores TLR-2 e TLR-4 ndo estdo somente envolvidos com a sinalizagdo
inflamatdria, mas também na ativacdo de mecanismos antiinflamatérios (NETEA et al.,
2003)(Figura 2). Com isso a capacidade de TLRs discriminar micro-organismos patogénicos
diversos por reconhecer especificamente PAMPs tem sido amplamente demonstrada por

diversos estudos durante na Gltima década.
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Figura 2. Reconhecimento de antigeno e ativacdo da cascata de citocinas pelos receptores TLR-2 e

TLR-4.

Considerando a importancia e dando continuidade ao estudo dos receptores do tipo
“Toll-like” na resposta imunologica contra o fungo Sporothrix schenckii, buscaremos no
presente projeto avaliar a participagdo dos receptores TLR-2 na resposta do hospedeiro
utilizando animais “knock-out” da linhagem C57BL/6. Poderemos com isso analisar qual a
influéncia desses receptores na eliminagdo ou favorecimento da infeccdo, o que permitira a
elaboragdo de estratégias mais eficazes de tratamento e/ou imunizagdo contra Sporothrix
schenckii, ja que, pouco se conhece sobre a participacdo do sistema imune no combate a esse
fungo, que permitira a elaboracdo de estratégias mais eficazes de tratamento e/ou imunizacgéo

contra esse potdgeno.
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I1l. MATERIAIS E METODOS

1. Microorganismo

No presente projeto estd sendo utilizada amostra do fungo Sporothrix schenckii, cepa
1099-18, isolada de um caso de esporotricose humana na secdo de Micologia do
Departamento de Dermatologia da Columbia University, New York, NY, EUA. Essa cepa foi
gentilmente cedida pela Dra. Celuta Sales Alviano do Instituto de Microbiologia da

Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

2. Animais

Camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 (“Wild type” — WT) e C57BL/6 (TLR-2
“Knock-out” — KO), com peso médio de 20-25 gramas e idade entre 6 e 8 semanas,
provenientes do Centro de Criacdo de Camundongos Especiais da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (FAMERP-USP). Os animais foram separados de acordo com as linhagens, em
grupos de igual numero e mantidos em gaiolas plasticas em um ambiente com temperatura
controlada (21+1°C), umidade (65-75%), ciclos de luz (12h claro-12h escuro) e mantidos em
um ambiente “germ-free”. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Centro Universitario de Araraquara — UNIARA (n° 940) e foi realizado de acordo

com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
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3. Cultivo do fungo Sporothrix schenckii

O fungo foi cultivado a 37°C por 20 dias em BHI caldo (Difco) com constante
agitacdo 150 ciclos/min (Carlos et al., 2003). Uma aliquota desta cultura foi centrifugada
(Centrifuga Fanem, INd. Bras.) a 1100 x g por 10 min (Figura 3) e o pellet obtido foi
ressuspendido em 1mL de PBS para a contagem em camara de Neubauer (Boeco, Germany).

A suspensao foi ajustada como descrito no item 4.

Cultivo do fungo

e 4 l & 3]
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/ . A 3 R
e A -x
N 150 ciclos/min/37°C por 20 dias em BHI
ﬂ @ Carlos st al, 2003

Tapete de células fangicas
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. ;—/

1100 x g/ 10 min

> e N
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e \\}\'JIJL“‘

Fase miceliar Fase leveduriforme

Figura 3. Método de cultivo do fungo Sporothrix schenckii

4. Macrdfagos peritoneais e condicgdes de cultura.

Foram utilizados macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 com idade entre
6 e 8 semanas. Os macrofagos foram obtidos ap6s injecdo intraperitoneal de solugdo aquosa
de tioglicolato de sddio a 3% nos camundongos, quatro dias antes do experimento (Figura 4).
Apos este periodo, os animais foram sacrificados em camara de CO; e, para a remocéo dos

macrofagos, foi realizada a exposicdo da cavidade peritoneal com o auxilio de pingas “dente
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de rato”, injecdo intraperitoneal de SmL de PBS (pH 7,4) gelado e estéril, massagem vigorosa
da cavidade (permitindo a liberagcdo dos macrofagos aderidos ao tecido para o liquido) e a re-
suspensdo das células peritoneais por meio de aspiracdo do liquido intraperitoneal (Figura 5).
Em seguida, essas células foram imediatamente centrifugadas a 710 x g por 5 min. Apds o
descarte do sobrenadante, foi realizada a re-suspensdo do pellet em 3mL de PBS gelado,
centrifugacdo a 710 x g por 5 min, aspiracdo do PBS e re-suspensdo do pellet em 1mL de
RPMI com 100 U/mL de penicilina- estreptomicina, 1mM L- glutamina, 10% de soro fetal
bovino e B-mercaptoetanol (Gibco).

Para padronizacdo do numero de células a serem utilizadas em cada experimento, foi
realizada a contagem de macréfagos com o auxilio de uma Cémara de Neubauer. Desta
forma, 10uL da suspensdo em RPMI foram diluidos em 90uL de PBS e, desta solugdo, 10ulL
foram adicionados a 90uL do corante Liquido de Lazarus. A contagem do numero de células
foi realizada em microscopio Optico (Diastar, Reichert, Buffalo, NY), utilizando-se o aumento
de 400x (Figura 6).

Para os ensaios de internalizacdo, um total de 100.000 macréfagos por volume de
500uL de RPMI (determina do em estudo piloto) foram distribuidos por poco em Iaminas de
cultura Lab Tek (Nunc, Naperville IL) (1,8 cm?/poco). Depois da distribuico de 500uL de
suspensdo/poco, as laminas foram incubadas a 37°C em 5% CO, (estufa ThermoForma,
HEPA) por 2 horas, para a formacdo de uma camada unica de macrofagos aderentes (Figura

7). Apds esse periodo, essas células foram submetidas ao contato com as suspensdes fungicas.
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Figura 4. Procedimento de inoculagdo de 3mL de tioglicolato de sodio (3%) na cavidade peritoneal de

camundongos C57BL/6.

Figura 5. Etapas da coleta de macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 previamente
inoculados com solucdo de tioglicolato de sédio a 3%. A e B: Exposicdo da cavidade peritoneal. C: Inoculacdo
de 5mL de PBS gelado. D: Massagem da cavidade peritoneal. E. Aspiracdo do liquido intraperitoneal contendo

macréfagos peritoneais.

Figura 6. A. Distribuicdo da amostra diluida (10x em PBS pH 7,4 e 10x em Liquido de Lé&zarus) em

Céamara de Neubauer. B. Contagem das células em microscépio dptico.
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Figura 7. A. Distribuicdo de 500uL de suspensdo/po¢o em laminas de cultura Lab Tek. B. Incubagédo

das laminas a 37°C em 5% CO, por 2 horas para a formagéo de uma camada Unica de macréfagos aderentes.

5. Avaliacdo da fagocitose do Sporothrix schenckii em macrofagos murinos.

A avaliacdo do processo de fagocitose do Sporothrix schenckii por macréfagos
murinos foi realizada através da contagem de 200 macrofagos por pogo, separando-se as
células que apresentavam o micro-organismo em seu interior das que nao apresentavam. Esta
contagem foi realizada utilizando-se o aumento de 1000x. Depois de contabilizadas as células
de cada grupo, foram calculadas as médias de macréfagos com a levedura internalizada para a
elaboracdo do grafico (Figura 8) e obtencédo das analises estatisticas, as quais foram realizadas

no GraphPad Prism 5.

6. Verificagdo do numero de células fungicas intracelulares viaveis em

macréfagos murinos.

Para analise de eventuais células flngicas viaveis ap0s a internalizacdo por
macrofagos previamente incubados com suspens@es fungicas, foram inicialmente obtidos os
macrofagos como descrito no item 4. Um total de 200.000 macrofagos por volume de 500uL
de RPMI foram distribuidos por poco em laminas de cultura Lab Tek (Nunc, Naperville IL)
(1,8 cm®poco). Depois da distribuicdo de 500uL de suspensdo/poco, as laminas foram
incubadas a 37°C em 5% CO, (estufa ThermoForma, HEPA) por 2 horas, para a formacéo de

uma camada Unica de macrofagos aderentes. ApoOs esse periodo, o meio de cultura foi
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removido e foi adicionado aos macrofagos aderidos, a suspensdo fangica em meio de cultura
RPMI livre de soro fetal bovino. Dessa forma, como realizado nos ensaios de internalizacéo,
foi mantida a mesma proporcdo de macrofagos/células fungicas, ou seja, exposicdo de
aproximadamente 5 células fungicas por macr6fago em 500uL de volume por pogo.

A incubagdo dos macrofagos com as suspensdes fungicas foi realizada durante os
periodos de 1, 6, 12 e 24 horas. Decorridos os tempos descritos, 0 meio de cultura presente
nos pocos foi removido e a presenca de eventuais células fngicas intracelulares viaveis, foi
verificada apds lise dos macrofagos (previamente lavados em meio sem antibiéticos) com
0,025% de Triton X-100 e plagueamento dos lisados em agar sabouraud para analise da
viabilidade do Sporothrix schenckii internalizado. As placas foram incubadas a 37°C em 5%
CO, (estufa ThermoForma, HEPA) pelo periodo de 7 dias. Apds incubacdo das mesmas, 0

numero de unidades formadoras de col6nias foi determinado (Valentin-Weigand et al., 1996).

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Eficiéncia de internalizacdo das cepas de Sporothrix schenckii por macrofagos

murinos.

A Figura 8 mostra os indices de internalizacdo do fungo Sporothrix schenckii por
macrofagos murinos, ap6s periodo de 2h de contato fungo-macréfago. As células fungicas
foram mais internalizadas por macréfagos dos animais WT (90,6%) quando comparados aos
macrofagos de animais TLR-2 KO (5,6%), detectando-se diferenca significativa no nimero de
macrofagos com fungos internalizados entre as linhagens testadas (p<0,01). A CD foi capaz
de interferir no processo de internalizacdo fungica. Comparando-se os resultados obtidos entre
os testes de internalizacdo com o uso do inibidor e auséncia do mesmo, podemos melhor

analisar os processos de internalizacdo entre as linhagens. Isso porque a inibicdo da fagocitose
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permite observar se 0 macréfago sobreposto a célula fungica aparenta té-la internalizado. O

que nos permite checar a presenca de resultados “falso positivo”.

200+
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140 -
120 -
100 o

80+

60

] 29% 5,6%
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20
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', R

Figura 8. Comparacdo da eficiéncia de internalizacdo de Sporothrix schenckii por macrofagos dos
animais WT e TLR-2 KO, ap6s periodo de 2h de contato fungo-macréfago. Os valores das colunas
correspondem as médias de macréfagos com fungos internalizados (um total de 200 macréfagos analisados por
campo), obtidas as partir dos valores de dois experimentos independentes. As barras sobre as colunas indicam os

desvios padréo.

2. Aspecto morfoldgico da internalizacdo de Sporothrix schenckii por macréfagos

peritoneais de camundongos C57BL/6 WT e C57BL/6 TLR-2 KO.

Nos ensaios de internalizacdo do fungo Sporothrix schenckii as andlises por
microscopia de luz evidenciaram gue nos animais WT, foram encontradas um grande namero
de células fungicas internalizadas no interior dos vactolos dos macrofagos, (Figura 9A). Ja
nos animais TLR-2 KO, foram verificados na maioria dos macrofagos, um elevado nimero de

vacuolos com auséncia de células fungicas internalizadas (Figura 9B).
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Figura 9. Imagem representativa do teste de fagocitose por macrdfagos murinos corados (Giemsa) e
observados ao microscopio Optico. A. Macréfago de camundongo WT. B. Macréfago de camundongo TLR-2

KO. As setas indicam grande nimero de vacuolos e auséncia de internalizagdo. (aumento de 100x)

As maiores porcentagens de macrofagos com leveduras fagocitadas foram encontradas
naqueles apenas expostos a suspensao fungica, independente da linhagem analisada (90,6%
WT; 5,6% TLR-2 KO) (p<0,01).

Os resultados obtidos mostram que a auséncia de TLR-2 leva a uma expressiva
reducdo na capacidade de fagocitose do fungo pelos macrofagos. Esses resultados estdo de
acordo com os de Tessarolli et al.(2010), que demonstraram que macréfagos provenientes
camundongos TLR-2 KO apresentaram menor atividade fagocitica frente a Candida albicans
quando comparados aos macréfagos obtidos de camundongos WT. Além disso, ha relatos da
participacdo desse receptor no processo de fagocitose de outros patdgenos. Gelani et al.
(2009), verificando a importancia da sinalizagéo via TLR-2 durante a resposta imune contra
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, encontraram uma menor taxa de fagocitose deste
microrganismo por macrofagos e neutréfilos de animais TLR-2 KO quando comparados aos

WT.
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Esses resultados podem contribuir para maior compreensdo dos mecanismos
envolvidos na resposta imune a esta micose, j& que, tanto os componentes do fungo como o0s

receptores dos fagocitos envolvidos nesta interagdo sdo pouco conhecidos.

3. Andlise da viabilidade das celulas fungicas internalizadas.

Em um total de trés experimentos independentes para cada um dos tempos utilizados
no ensaio de sobrevivéncia, ndo houve crescimento de unidades formadoras de colonia em
nenhuma das condic@es testadas. O que sugere que depois de fagocitadas, as células fungicas

podem perder sua viabilidade.

V. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos pudemos observar a importancia do receptor TLR-2 no
processo de fagocitose do Sporothrix schenkii, uma vez que a partir dos estudos realizados
pudemos observar que um numero maior de células flangicas foram internalizadas por
macrofagos dos animais WT (90,6%) quando comparados aos macrofagos de animais TLR-2
KO (5,6%), fato que nos leva a acreditar na participacdo fundamental do receptor TLR-2 no
processo de internalizacdo deste fungo. O grande numero de vacuolos encontrados nos
macrofagos de animais TLR-2 KO sugere também que existe uma ativacdo dos macréfagos,
porém a fagocitose ndo é realizada, o que reforca que o TLR-2 é de grande importancia para a
fagocitose do Sporothrix schenkii.

Neste estudo também pode-se sugerir a inviabilizacdo das células flngicas depois de
internalizadas por macrofagos murinos, uma vez que as células fungicas obtidas a partir da
lise do macrdfago ndo foram capazes de crescer quando cultivadas nas condi¢des analisadas.

Com o presente estudo pudemos evidenciar a fundamental participagdo do TLR-2 no

processo de fagocitose do Sporothrix schenckii. A participacdo desse receptor na resposta
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imune ao fungo Sporothrix schenckii podera originar novas estratégias de estudo na tentativa

de se combater esse patdgeno.
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