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I. RESUMO  

A esporotricose é uma micose provocada pelo fungo Sporothrix schenckii, resultante 

da inoculação direta de conídios e hifas do fungo. A doença se desenvolve habitualmente na 

pele, no tecido subcutâneo, podendo através dos vasos linfáticos, comprometer órgãos 

internos. Nos últimos anos tem-se voltado à atenção à participação do receptor Toll Like-2 no 

reconhecimento e fagocitose de diversos antígenos fungicos. A partir disto, o objetivo deste 

estudo foi estudar a influência do receptor Toll Like-2 no processo de fagocitose do 

Sporothrix schenckii em camundongos C57BL/6. 

Este estudo avaliou o processo de internalização do Sporothrix schenckii por 

macrófagos murinos obtidos de camundongos C57BL/6 WT e C57BL/6 TLR-2 KO. Os 

experimentos foram realizados através da utilização de lâminas de cultura celular e 

microscopia ótica. Além de analisar a viabilidade de células fúngicas internalizadas através de 

ensaios de sobrevivência. 

Como resultados pudemos observar a significativa importância do TLR-2 no processo 

de internalização deste microrganismo, uma vez que o estudo evidenciou uma eficácia de 

internalização acima de 85% dos macrófagos obtidos de animas selvagens em relação aos 

obtidos de animais TLR-2 KO. Além disso, através de ensaios de sobrevivência foram obtidos 

resultados que sugerem a ausência de viabilidade das células fúngicas depois de fagocitadas. 

II. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA  

A esporotricose é uma micose provocada pelo fungo Sporothrix schenckii pertencente 

à classe dos Hyphomycetes (DONADEL et al., 1993), o qual é constituído de hifas septadas, 

com conídios lateralmente na hifa ou em grupos no final de conidióforos. Quando se 

desenvolve a 37oC, 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; MÉNDEZ-TOVAR 

et al., 2004). A manifestação da doença é resultante da inoculação direta de conídios e hifas 
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do fungo. O habitat do Sporothrix schenckii é o solo, onde vive em associação com restos 

vegetais, bolor e madeira, em regiões de climas temperado e tropical úmido (ROSA et al., 

2005). Fatores geoclimáticos, como elevada altitude, alta quantidade de chuvas, alta umidade 

do ar e temperaturas amenas, são favoráveis para o crescimento do Sporothrix schenckii 

(AGARWAL et al., 2008). Assim, a esporotricose é uma importante micose cutânea 

endêmica, de distribuição mundial, encontrada principalmente em regiões de clima temperado 

ou tropical (BELKNAP, 1989; BARROS et al., 2003). Na América do Sul, a doença ocorre 

com maior freqüência no outono úmido ou verão (LOPES et al., 1999), onde a maior parte 

das infecções ocorrem  em áreas rurais, tendo aproximadamente um caso a 

cada mil indivíduos (PAPPAS et al., 2000). A infecção está associada a trauma durante o 

curso de trabalhos em que há contato com o solo, sendo tratamento é necessário para a 

maioria dos pacientes (KUSUHARA et al., 1988). 

 A doença se desenvolve habitualmente na pele, no tecido subcutâneo e, através dos 

vasos linfáticos, pode comprometer órgãos internos (NASCIMENTO et al, 2005; MENDOZA 

et al., 2007; FERNANDES et al., 2008; CARLOS et al., 2009). A disseminação em estruturas 

osteo-articulares e vísceras possam ocorrer tanto indivíduos em saudáveis como em 

indivíduos imunodeprimidos, especialmente os indivíduos com AIDS (DURDEN et al., 

1997). Entretanto, formas disseminadas da doença são menos comuns e quase sempre estão 

associadas à imunossupressão. Nesses casos o fungo pode invadir o sistema sanguíneo e 

disseminar-se para outros tecidos. Pacientes com Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 

(SIDA) são altamente susceptíveis ao desenvolvimento de esporotricose (ROCHA et al., 

2001; CARVALHO et al., 2002; HARDMAN et al., 2005). Por outro lado, casos de 

esporotricose osteo-articular são manifestações que normalmente acometem pessoas em uso 

abusivo de álcool (HOWELL & TOOHEY, 1998). A disseminação do fungo para o pulmão, 

da mesma forma, está relacionada ao abuso de álcool ou a pessoas que possuem obstrução 

pulmonar crônica (PLUSS & OPAL, 1986).  
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 As primeiras barreiras de infecção dos diferentes patógenos são a pele intacta do 

hospedeiro, as superfícies mucosas e os seus produtos de secreção. Elas são defesas notáveis 

contra a maior parte das infecções (LAMM, 1997). Em geral, em indivíduos saudáveis, 

apenas algumas  infecções são causadas por microrganismos relativamente virulentos que são 

capazes de causar dano ou penetrar as barreiras epiteliais intactas (MARSHALL, 2000). Por 

outro lado, a maior parte das infecções de pele e mucosa em pessoas saudáveis é 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 há 

necessidade de uma ampla variedade de respostas imunes para controlar cada tipo de 

infecção. O local da infecção e o tipo do patógeno são fatores determinantes do tipo de 

resposta imune a ser elaborada. Os mecanismos de resistência e suscetibilidade em infecções 

com Sporothrix schenckii ainda não são totalmente conhecidos (CARLOS et al., 2009).  

 Os componentes do sistema imunológico são classificados em duas categorias o 

sistema imune inato e o sistema imune adaptativo (JANEWAY & MEDZHITOV, 2002; 

AZUMA, 2006). O sistema imune inato compreende os componentes que atuam na primeira 

linha de defesa tentando impedir a entrada de patógenos nos tecidos. Estes incluem as 

barreiras epiteliais e diversas componentes químicas de defesa, além de células fagocíticas. 

Componentes do sistema imune inato também ativam a resposta imune adaptativa antígeno-

específica (JANEWAY & MEDZHITOV, 2002; AZUMA, 2006).   

 Os macrófagos são células do grupo dos fagócitos mononucleares, os quais atuam 

como células apresentadoras de antígenos (CAA). Os precursores destas células estão 

presentes no sangue e são denominados de monócitos. Amplamente distribuídos pelo corpo, 

os macrófagos são responsáveis por numerosos processos imunológicos e inflamatórios 

constituindo uma defesa imediata contra elementos estranhos ao organismo. Algumas 

localizações particulares destas células incluem órgãos como baço, fígado (células de 

Kupffer), pulmão e nódulos linfóides. Na pele são chamados de células de Langerhans, 
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possuindo características funcionais específicas em cada local (ADAMS, 1979; HALLIWELL 

& GUTTERIDGE, 1999). Os macrófagos estão intimamente envolvidos na resposta imune. 

As principais funções destas células estão relacionadas ao processo inflamatório, ao 

processamento e apresentação dos antígenos, à ativação de linfócitos T e B, à capacidade 

fagocítica, ao processo de hematopoiese e de reparo tecidual, além da atividade citotóxica 

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 partículas sólidas, tipicamente  0,5 m, inclusive 

células que sofreram apoptose e microrganismos (JUTRAS & DESJARDINS, 2005). Em 

mamíferos, a fagocitose comumente envolve receptores para porção Fc dos anticorpos e para 

o complemento, os quais facilitam o engolfamento das partículas opsonizadas (SWASON & 

HOPPE, 2004). Além disso, a fagocitose pode ocorrer independentemente da presença de 

opsoninas, através de receptores para componentes comuns de diferentes microrganismos 

como os receptores “Toll-like” (DRAPER et al., 2006), que serão descritos com mais detalhes 

nos parágrafos seguintes.  

 Quando a fagocitose ocorre, os macrófagos englobam partículas como bactérias, 

leveduras, células tumorais e células senescentes e, para eliminar essas partículas ingeridas, 

eles produzem substâncias derivadas de oxigênio e nitrogênio (MARCINKIEWICZ, 1997; 

ADEREM & UNDERHILL, 1999; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Muitos 

microrganismos patogênicos podem invadir as células e utilizar este ambiente para se 

multiplicar ou escapar da resposta imune do hospedeiro. Quando os microrganismos são 

fagocitados, tanto podem ser destruídos, como também desenvolver diferentes estratégias que 

permitam sua replicação e sobrevivência no interior de células fagocíticas ou não fagocíticas 

(FINLAY & FALKOW, 1997). Brummer et al. (1989) verificaram a presença de 

Paracoccidioides brasiliensis no interior de macrófagos peritoneais residentes indicando que 

estes não são capazes de efetuar a digestão do fungo, que só ocorre após a ativação por 
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linfocinas desses macrófagos. Uma situação 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 sobrevivência de Bordetella pertussis 

no interior de macrófagos foi encontrada quarenta e oito horas após a infecção e o número de 

bactérias intracelulares viáveis por célula aumentou, sugerindo que Bordetella pertussis é 

capaz de replicar neste tipo de compartimento.  Infecções experimentais em ratos com 

Cryptococcus neoformans demonstraram que o fungo pode sobreviver permanecendo 

dormente e ser reativado por um evento imunocomprometedor (ABEGG, 2003). Entretanto 

não há estudos que demonstrem a sobrevivência do fungo Sporothrix schenckii no interior de 

macrófagos e nem o papel dos receptores TLR-2 no reconhecimento deste microrganismo no 

processo de fagocitose. Uma vez que os fagócitos agem como células regulatórias e efetoras 

do sistema imune, o aumento da função fagocítica pode ser aplicado como terapia contra 

infecções microbianas (POPOV et al., 1999). Se uma falha nesse sistema estiver estabelecida, 

há maior facilidade do microrganismo se desenvolver no hospedeiro e intensificar o processo 

infeccioso. 

  É bem estabelecido que o sistema imune inato fornece sinais para a ativação do 

sistema imune adaptativo, que induz a diferenciação dos linfócitos em diferentes fenótipos 

com ações efetoras ou de memória. Os fenótipos Th1/Th2 refletem o resultado da ativação 

das células T (NOBEN-TRAUTH et al., 2000). Células Th1 exibem um padrão de resposta 

pró-inflamatória, agem contra células cancerígenas e agentes patogênicos intracelulares e 

atuam na resposta de hipersensibilidade do tipo tardia a antígenos virais e bacterianos 

produzindo IFN-γ, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF-α) (LEE et al., 2006). Células Th2 

atuam com características anti-inflamatórias na proteção contra patógenos extracelulares e 

liberam as interleucinas IL-4, IL-5, IL-10 que ativam a imunidade humoral (MUTHUKURO 

et al., 2005). Esta diferenciação dos padrões de resposta imune ocorre a partir do contato dos 

linfócitos ditos Th precursores com o antígeno (SZABO et al., 2003).  
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 Em trabalhos prévios realizados por nosso grupos de pesquisa, Maia et al. (2006) 

avaliaram o perfil de diferenciação de linfócitos T durante a esporotricose, as células Th1 

produzem IFN-γ que ativam macrófagos e promovem a imunidade mediada por células, neste 

trabalho foram encontrados baixos níveis de produção de NO e baixa atividade de iNOS na 

fase inicial (1ª e 2ª semanas) e tardia (9ª e 10ª semanas) da infecção ao contrário da 4ª e 7ª 

semanas onde os níveis destas moleculas foram elevados. A produção de IFN- γ e IL-12 

estava em conformidade com a detecção de NO/iNOS, mostrando a presença de resposta 

imune celular durante todo o processo infeccioso. A produção de IL-4 mostrou um aumento 

nos níveis após a 5ª e 6ª semanas o que sugere uma participação de resposta Th2 neste 

período.  A respeito destes resultados, o estudo demonstrou que na infecção experimental a 

resposta imune celular participou ao longo do período analisado como um mecanismo 

dependente do óxido nítrico, enquanto a presença da resposta Th2 a partir da 5ª semana 

sugere a participação da resposta imune humoral em estágios avançados da esporotricose 

(MAIA et al., 2006). 

  Os mecanismos imunológicos envolvidos na prevenção e controle da esporotricose 

sugerem que a imunidade mediada por células apresenta um importante papel na proteção do 

hospedeiro contra Sporothrix schenckii (CARLOS et al., 1992; CARLOS et al., 1994). Em 

infecções experimentais, camundongos atímicos são mais suscetíveis a esporotricose, e a 

imunidade adquirida contra Sporothrix schenckii é principalmente ativada por macrófagos 

mediados por células T (TACHIBANA et al., 1999). O principal mecanismo de defesa contra 

fungos é a eliminação de microrganismos por macrófagos através da fagocitose e da produção 

de agentes tóxicos, tais como compostos intermediários reativos de nitrogênio, como o óxido 

nítrico (NO), um potente mediador das respostas imune e inflamatória (CARLOS et al., 

2003).  

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

para a ativação de uma resposta imunológica mais acelerada. Os responsáveis por essa 
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resposta são receptores do tipo “Toll-like receptor” (TLR), os quais fazem parte de uma 

família de receptores transmembrânicos evolutivamente conservados que contém um domínio 

externo à membrana com seqüências ricas em leucina, particular para cada TLR (GAY & 

KEITH, 1991; CARLOS et al., 2009; SASSÁ et al., 2009). Esses receptores são os principais 

receptores de reconhecimento padrão (PRR) envolvidos na imunidade inata. São encontrados, 

principalmente, nas células do sistema imunológico (neutrófilos, macrófagos, células 

dendríticas, entre outras) e são capazes de reconhecer alguns poucos padrões moleculares 

associados à patógenos (PAMPs) (AKIRA et al., 2006). TLRs e outos PRRs conferem 

reconhecimento de alguns PAMPs e suas sinalizações desencadeiam na maioria das vezes 

uma resposta inflamatória seguida pela liberação de citocinas pró-inflamatórias que induz a 

expressão de moléculas co-estimulatórias para promover a ativação de imunidade adaptativa 

durante a apresentação de antígenos. A ativação simultânea de múltiplos PRRs por um 

patógeno torna o sistema imunológico apto para uma efetiva resposta imune (ROEDER et al., 

2004).  A ativação dos macrófagos via TLR pode resultar na produção de citocinas 

inflamatórias como fator de necrose tumoral (TNF)-a, IL-1 e IL-6. Essas citocinas agem em 

células do sistema imunológico através da ligação aos específicos receptores de superfície 

celular, induzindo respostas celulares.  Estas citocinas inflamatórias produzidas por 

macrófagos ativados próximos ao local de infecção, promovem inflamação, aumentando a 

permeabilidade do endotélio vascular, o que promove o deslocamento de células do sistema 

imune para a região afetada, sendo os neutrófilos as primeiras células a chegarem ao local da 

inflamação (MORESCO et al.; 2011). 

 

 Os PAMPs estão expostos geralmente na superfície de microrganismos como vírus, 

bactérias, fungos e parasitas, apresentando características comuns: são expressos normalmente 

por microrganismos e não por células do hospedeiro, mostram pouca variação entre os 

microrganismos e a sua expressão é essencial para a sobrevivência destes patógenos 
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(TEIXEIRA et al., 2002). São exemplos de PAMPs: lipopolissacarídeo bacteriano (LPS), 

presentes em todas as bactérias gram-negativas, peptideoglicanos presentes em todas as 

bactérias gram-positivas, β-glucanas presentes na superfície de fungos (LIEW et al., 2005). 

Alguns componentes da parede celular do fungo Sporothrix schenckii parecem estar 

relacionados à virulência deste fungo (SGARBI et al., 1997; CARLOS et a., 1999; 

FERNANDES et al., 2000). Castillo et al. (1990) demonstraram que os antígenos da 

superfície celular do fungo Sporothrix schenckii, presentes tanto na fase miceliar quanto na 

leveduriforme, podem induzir a produção de anticorpos. Por outro lado, estudos mostraram 

que lipídeos da superfície celular podem inibir a fagocitose das células leveduriformes, pelos 

macrófagos peritoneais in vitro, sugerindo um possível mecanismo de escape do patógeno 

durante a infecção fúngica (ODA et al., 1983; CARLOS et al., 2003). Uma efetiva resposta 

imune depende do reconhecimento pelos macrófagos dos PAMPs que distinguem o agente 

infeccioso do “próprio”. Após esse reconhecimento provocam a produção 

de mediadores inflamatórios (AKIRA,2006). Além disso, a sinalização via TLR 

é fundamental para a adaptação imunológica em resposta a patógenos infecciosos 

(AKIRA et al, 2001; CARLOS et al., 2009). Os receptores TLR são expressos na grande 

maioria das células do sistema imunológico, incluindo células T, células B, mastócitos, 

eosinófilos, macrófagos e células dendrítica, além de também serem expressos em células não 

imunes, como queratinócitos, células epiteliais, fibroblastos e células musculares. O controle 

da expressão destes receptores é regulado por vários fatores sendo os principais, as citocinas 

inflamatórias, como IL-1β, TNF-α, e IFN-γ; além do LPS  de outros componentes bacterianos 

e virais (HAOLI JIN et al, 2009).  Recentes estudos demonstram que TLR-2 e TLR-4 são 

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 infecções 

por Candida (NETEA et al., 2002). Entretanto, Netea et al. (2004) demonstraram que a 
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ausência de TLR-2 aumentou a resistência de camundongos à candidiase e que este fato está 

associado com a diminuição de citocinas anti-inflamatórias, mas não pró-inflamatórias, 

melhorando o recrutamento de leucócitos para os sítios de infecção. 

Foi também observado por Levitz (2004) e Netea (2002) que a ação de  anticorpos 

dirigidos contra TLR-2, atua prejudicando a produção de  TNF-α estimulada pela C. albicans, 

o que pode afetar o recrutamento de macrófago. Já J.E.Wang et al. (2001)  observaram a  

produção de TNF-α  estimulada por hifas de A. fumigatus foi inibida por anticorpos 

monocloanais dirigida contra TLR-4 ou CD14, mas não 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 infecções por 

C.albicans que os animais controle, que apresentavam esse receptor. A provável ocorrência 

deste resultado se dá pela liberação prejudicada de IL-10 no TLR-2 KO, o que resultou em 

uma diminuição 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 sobrevivência significativamente alterada. Além disso, TLR-

2 está 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 não envolvimento de TLR-1. Em contraste, demonstrou 

que TLR-6 modula o balanço na produção de citocinas dos perfis Th1 e Th2, já que, 

camundongos “Knock-out” TLR-6 foram defectivos para produção de IL-10 e eficientes para 

a produção de IFN-γ. Assim, pôde-se demonstrar que o TLR-2 colabora com TLR-1 para 

discriminar patógenos que expressam lipoproteínas na superfície, enquanto o TLR-4 atua 

individualmente discriminando patógenos que expressam lipopolissacarídeos (LPS) em sua 

superfície (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 laboratório, Sassá et al. (2009) avaliou-se a 

participação dos TLR-4 no reconhecimento do fungo Sporothrix schenckii, os resultados 

demonstraram que tanto mediadores pró-inflamatórios (NO e TNF-α) quanto 

antiinflamatórios (IL-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  a capacidade das células hospedeiras  

responderem a ligação TLR-2 e TLR-4 (CHAI et.al., 2011), mecanismo esse que oferece 

uma vantagem inicial ao fungo melhorando suas chances  de sobrevivência. Além disso, sabe-

se que os receptores TLR-2 e TLR-4 não estão somente envolvidos com a sinalização 

inflamatória, mas também na ativação de mecanismos antiinflamatórios (NETEA et al., 

2003)(Figura 2). Com isso a capacidade de TLRs discriminar micro-organismos patogênicos 

diversos por reconhecer especificamente PAMPs tem sido amplamente demonstrada por 

diversos estudos durante na última década. 
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Figura 2.  Reconhecimento de antígeno e ativação da cascata de citocinas pelos receptores TLR-2 e 

TLR-4. 

 

Considerando a importância e dando continuidade ao estudo dos receptores do tipo 

“Toll-like” na resposta imunológica contra o fungo Sporothrix schenckii, buscaremos no 

presente projeto avaliar a participação dos receptores TLR-2 na resposta do hospedeiro 

utilizando animais “knock-out” da linhagem C57BL/6. Poderemos com isso analisar qual a 

influência desses receptores na eliminação ou favorecimento da infecção, o que permitirá a 

elaboração de estratégias mais eficazes de tratamento e/ou imunização contra Sporothrix 

schenckii, já que, pouco se conhece sobre a participação do sistema imune no combate a esse 

fungo, que permitirá a elaboração de estratégias mais eficazes de tratamento e/ou imunização 

contra esse potógeno.  
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III. MATERIAIS E MÉTODOS  

1. Microorganismo 

 No presente projeto está sendo utilizada amostra do fungo Sporothrix schenckii, cepa 

1099-18, isolada de um caso de esporotricose humana na seção 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 fêmeas 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 Criação de Camundongos Especiais da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto (FAMERP-USP). Os animais foram separados de acordo com as linhagens, em 

grupos de igual número e mantidos em gaiolas plásticas em um ambiente com temperatura 

controlada (21±1oC), umidade (65-75%), ciclos de luz (12h claro-12h escuro) e mantidos em 

um ambiente “germ-free”. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa do Centro Universitário de Araraquara – UNIARA (no 940) e foi realizado de acordo 

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

   O fungo foi cultivado à 37oC por 20 dias em BHI caldo (Difco) com constante 

agitação 150 ciclos/min (Carlos et al., 2003). Uma alíquota desta cultura foi centrifugada 

(Centrífuga 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 câmara de Neubauer (Boeco, Germany). 

A suspensão foi ajustada como descrito no item 4.  

 

 

Figura 3. Método de cultivo do fungo Sporothrix schenckii 

 

4. Macrófagos peritoneais e condições de cultura. 

 Foram utilizados macrófagos peritoneais de camundongos C57BL/6 com idade entre 

6 e 8 semanas. Os macrófagos foram obtidos após injeção intraperitoneal de solução aquosa 

de tioglicolato de sódio a 3% nos camundongos, quatro dias antes do experimento (Figura 4). 

Após este período, os animais foram sacrificados em câmara de CO2 e, para a remoção dos 

macrófagos, foi realizada a exposição da cavidade peritoneal com o auxílio de pinças “dente 

1100 x g/ 10 min 
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de rato”, injeção intraperitoneal de 5mL de PBS (pH 7,4) gelado e estéril, massagem vigorosa 

da cavidade (permitindo a liberação dos macrófagos aderidos ao tecido para o líquido) e a re-

suspensão das células peritoneais por meio de aspiração do líquido intraperitoneal (Figura 5). 

Em seguida, essas células foram imediatamente centrifugadas a 710 x g por 5 min. Após o 

descarte do sobrenadante, foi realizada a re-suspensão do pellet em 3mL de PBS gelado, 

centrifugação a 710 x g por 5 min, aspiração do PBS e re-suspensão do pellet em 1mL de 

RPMI com 100 U/mL de penicilina- estreptomicina, 1mM L- glutamina, 10% de soro fetal 

bovino e -mercaptoetanol (Gibco).  

 Para padronização do número de células a serem utilizadas em cada experimento, foi 

realizada a contagem de macrófagos com o auxílio de uma Câmara de Neubauer. Desta 

forma, 10μL da suspensão em RPMI foram diluídos em 90μL de PBS e, desta solução, 10μL 

foram adicionados a 90μL do corante Líquido de Lázarus. A contagem do número de células 

foi realizada em microscópio óptico (Diastar, Reichert, Buffalo, NY), utilizando-se o aumento 

de 400x (Figura 6).  

Para os ensaios de internalização, um total de 100.000 macrófagos por volume de 

500μL de RPMI (determina do em estudo piloto) foram distribuídos por poço em lâminas de 

cultura Lab Tek (Nunc, Naperville IL) (1,8 cm2/poço). Depois da distribuição de 500μL de 

suspensão/poço, as lâminas foram incubadas a 37oC em 5% CO2 (estufa ThermoForma, 

HEPA) por 2 horas, para a formação de uma camada única de macrófagos aderentes (Figura 

7). Após esse período, essas células foram submetidas ao contato com as suspensões fúngicas.  
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Figura 4. Procedimento de inoculação de 3mL de tioglicolato de sódio (3%) na cavidade peritoneal de 

camundongos C57BL/6. 

 

 

 

Figura 5. Etapas da coleta de macrófagos peritoneais de camundongos C57BL/6 previamente 

inoculados com solução de tioglicolato de sódio a 3%. A e B: Exposição da cavidade peritoneal. C: Inoculação 

de 5mL de PBS gelado. D: Massagem da cavidade peritoneal. E. Aspiração do líquido intraperitoneal contendo 

macrófagos peritoneais. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. A. Distribuição da amostra diluída (10x em PBS pH 7,4 e 10x em Líquido de Lázarus) em 

Câmara de Neubauer. B. Contagem das células em microscópio óptico. 
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Figura 7. A. Distribuição de 500μL de suspensão/poço em lâminas de cultura Lab Tek. B. Incubação 

das lâminas a 37ºC em 5% CO2 por 2 horas para a formação de uma camada única de macrófagos aderentes. 

  

5. Avaliação da fagocitose do Sporothrix schenckii em macrófagos murinos. 

A avaliação do processo de fagocitose do Sporothrix schenckii por macrófagos 

murinos foi realizada através da contagem de 200 macrófagos por poço, separando-se as 

células que apresentavam o micro-organismo em seu interior das que não apresentavam. Esta 

contagem foi realizada utilizando-se o aumento de 1000x. Depois de contabilizadas as células 

de cada grupo, foram calculadas as médias de macrófagos com a levedura internalizada para a 

elaboração do gráfico (Figura 8) e obtenção das análises estatísticas, as quais foram realizadas 

no GraphPad Prism 5. 

6. Verificação do número de células fúngicas intracelulares viáveis em 

macrófagos murinos. 

Para análise de eventuais células fúngicas viáveis após a internalização por 

macrófagos previamente incubados com suspensões fúngicas, foram inicialmente obtidos os 

macrófagos como descrito no item 4. Um total de 200.000 macrófagos por volume de 500μL 

de RPMI foram distribuídos por poço em lâminas de cultura Lab Tek (Nunc, Naperville IL) 

(1,8 cm3/poço). Depois da distribuição de 500μL de suspensão/poço, as lâminas foram 

incubadas a 37ºC em 5% CO2 (estufa ThermoForma, HEPA) por 2 horas, para a formação de 

uma camada única de macrófagos aderentes. Após esse período, o meio de cultura foi 
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removido e foi adicionado aos macrófagos aderidos, a suspensão fúngica em meio de cultura 

RPMI livre de soro fetal bovino. Dessa forma, como realizado nos ensaios de internalização, 

foi mantida a mesma proporção de macrófagos/células fúngicas, ou seja, exposição de 

aproximadamente 5 células fúngicas por macrófago em 500μL de volume por poço. 

A incubação dos macrófagos com as suspensões fúngicas foi realizada durante os 

períodos de 1, 6, 12 e 24 horas. Decorridos os tempos descritos, o meio de cultura presente 

nos poços foi removido e a presença de eventuais células fúngicas intracelulares viáveis, foi 

verificada após lise dos macrófagos (previamente lavados em meio sem antibióticos) com 

0,025% de Triton X-100 e plaqueamento dos lisados em ágar sabouraud para análise da 

viabilidade do Sporothrix schenckii internalizado. As placas foram incubadas a 37°C em 5% 

CO2 (estufa ThermoForma, HEPA) pelo período de 7 dias. Após incubação das mesmas, o 

número de unidades formadoras de colônias foi determinado (Valentin-Weigand et al., 1996). 

 

IV. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

1. Eficiência de internalização das cepas de Sporothrix schenckii por macrófagos 

murinos. 

A Figura 8 mostra os índices de internalização do fungo Sporothrix schenckii por 

macrófagos murinos, após período de 2h de contato fungo-macrófago. As células fúngicas 

foram mais internalizadas por macrófagos dos animais WT (90,6%) quando comparados aos 

macrófagos de animais TLR-2 KO (5,6%), detectando-se diferença significativa no número de 

macrófagos com fungos internalizados entre as linhagens testadas (p<0,01). A CD foi capaz 

de interferir no processo de internalização fúngica. Comparando-se os resultados obtidos entre 

os testes de internalização com o uso do inibidor e ausência do mesmo, podemos melhor 

analisar os processos de internalização entre as linhagens. Isso porque a inibição da fagocitose 
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permite observar se o macrófago sobreposto à célula fúngica aparenta tê-la internalizado. O 

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

 

 

Figura 8. Comparação da eficiência de internalização de Sporothrix schenckii por macrófagos dos 

animais WT e TLR-2 KO, após período de 2h de contato fungo-macrófago.  Os valores das colunas 

correspondem às médias de macrófagos com fungos internalizados (um total de 200 macrófagos analisados por 

campo), obtidas as partir dos valores de dois experimentos independentes. As barras sobre as colunas indicam os 

desvios padrão. 

2. Aspecto morfológico da internalização de Sporothrix schenckii por macrófagos 

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

Nos ensaios de internalização do fungo Sporothrix schenckii as análises por 

microscopia de luz evidenciaram que nos animais WT, foram encontradas um grande número 

de células fúngicas internalizadas no interior dos vacúolos dos macrófagos, (Figura 9A). Já 

nos animais TLR-2 KO, foram verificados na maioria dos macrófagos, um elevado número de 

vacúolos com ausência de células fúngicas internalizadas (Figura 9B). 

90,6% 

2,9% 5,6% 2,8% 
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Figura 9. Imagem representativa do teste de fagocitose por macrófagos murinos corados (Giemsa) e 

observados ao microscópio óptico. A. Macrófago de camundongo WT. B. Macrófago de camundongo TLR-2 

KO. As setas indicam grande número de vacúolos e ausência de internalização. (aumento de 100x) 

 

As maiores porcentagens de macrófagos com leveduras fagocitadas foram encontradas 

naqueles apenas expostos à suspensão fúngica, independente da linhagem analisada (90,6% 

WT; 5,6% TLR-2 KO) (p<0,01).  

Os resultados obtidos mostram que a ausência de TLR-2 leva a uma expressiva 

redução na capacidade de fagocitose do fungo pelos macrófagos. Esses resultados estão de 

acordo com os de Tessarolli et al.(2010), que demonstraram que macrófagos provenientes 

camundongos TLR-2 KO apresentaram menor atividade fagocitica frente a Candida albicans 

quando comparados aos macrófagos obtidos de camundongos WT. Além disso, há relatos da 

participação desse receptor no processo de fagocitose de outros patógenos. Gelani et al. 

(2009), verificando a importância da sinalização via TLR-2 durante a resposta imune contra 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, encontraram uma menor taxa de fagocitose deste 

microrganismo por macrófagos e neutrófilos de animais TLR-2 KO quando comparados aos 

WT. 
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Esses resultados podem contribuir para maior compreensão dos mecanismos 

envolvidos na resposta imune a esta micose, já que, tanto os componentes do fungo como os 

receptores dos fagócitos envolvidos nesta interação são pouco conhecidos.  

 

3. Análise da viabilidade das células fúngicas internalizadas. 

Em um total de três experimentos independentes para cada um dos tempos utilizados 

no ensaio de sobrevivência, não houve crescimento de unidades formadoras de colônia em 

nenhuma das condições testadas. O que sugere que depois de fagocitadas, as células fúngicas 

podem perder sua viabilidade. 

 

V. CONCLUSÃO 

Com os resultados obtidos pudemos observar a importância do receptor TLR-2 no 

processo de fagocitose do Sporothrix schenkii, uma vez que a partir dos estudos realizados 

pudemos observar que um número maior de células fúngicas foram internalizadas por 

macrófagos dos animais WT (90,6%) quando comparados aos macrófagos de animais TLR-2 

KO (5,6%), fato que nos leva a acreditar na participação fundamental do receptor TLR-2 no 

processo de internalização deste fungo. O grande número de vacúolos encontrados nos 

macrófagos de animais TLR-2 KO sugere também que existe uma ativação dos macrófagos, 

porém a fagocitose não é realizada, o que reforça que o TLR-2 é de grande importância para a 

fagocitose do Sporothrix schenkii. 

Neste estudo também pode-se sugerir  a inviabilização das células fúngicas depois de 

internalizadas por macrófagos murinos, uma vez que as células fúngicas obtidas a partir da 

lise do macrófago não foram capazes de crescer quando cultivadas nas condições analisadas. 

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

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

de se combater esse patógeno.  
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