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RESUMO 

A cromoblastomicose é uma infecção subcutânea crônica, granulomatosa, 

causada pela implantação traumática de diversas espécies de fungos demáceos, 

sendo Fonsecaea pedrosoi o principal agente etiológico. O Brasil possui a segunda 

maior prevalência mundial da doença, sendo o estado do Pará a maior área 

endêmica. Histologicamente, a cromomicose é caracterizada pela presença de 

células gigantes, onde podem ser observadas células escleróticas fagocitadas por 

macrófagos. O objetivo do presente estudo foi analisar os diferentes aspectos da 

interação de macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c e C57/BL6 com 

conídios ou células escleróticas de F. pedrosoi, determinando os índices de 

infecção, fagocitose e fusão celular. Os resultados mostraram índices de fagocitose 

e infecção maiores em conídios do que em células escleróticas para BALB/c 

(p<0.05), ocorrendo efeito inverso no índice de fusão, com a formação de células 

gigantes do tipo Langhans na interação com células escleróticas e células gigantes 

do tipo corpo estranho na interação com conídios. Os macrófagos de BALB/c em 

interação com conídios produziram mais TNF-α que o controle nos tempos de 3 à 

72h; e mais IL-10 após 3h. Macrófagos interagindo com células escleróticas 

produziram mais TNF-α que o controle nos tempos de 1h e 3h; e a quantidade de IL-

10 foi maior após 72h de interação. No co-cultivo de macrófagos de C57/BL6 com 

conídios observou-se a presença de vacúolos aumentados após 24h, enquanto na 

interação com células escleróticas, os macrófagos se desprenderam da lamínula nos 

tempos posteriores a 24 h. A quantidade de TNF-α é maior na interação de conídios 

comparado ao controle em 1 e 72 h; e a quantidade de IL-10, no tempo de 48h. Já 

na interação com células escleróticas, apenas a quantidade de IL-10 diferiu do 

controle, sendo maior nos tempos de 1 à 48h. Estes dados sugerem que a resposta 

de macrófagos ao fungo é diferente entre os camundongos de BALB/c e C57/BL6, 

diferindo também a resposta de um mesmo tipo de macrófago para cada forma 

fúngica, sendo as células escleróticas aparentemente mais imunogênicas que os 

conídios. 

Palavras-chave: Cromoblastomicose. Fonsecaea pedrosoi. Macrófagos. Interação. 

Fagocitose. Fusão celular. L-10. TNF-α. 
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ABSTRACT 

Chromoblastomycosis (CBM) is a chronic, subcutaneous, granulomatous 

infection caused by traumatic implantation in the skin of several dematiaceous fungi, 

usually Fonsecaea pedrosoi. Brazil has second highest disease prevalence in the 

world and Pará State is the most endemic area. Histologically, CBM is characterized 

by the presence of multinucleated giant cells and sclerotic cells can be found 

engulfed by macrophages. The objective of this study was to analyze the different 

aspects of interaction between peritoneal macrophages from BALB/c or C57/BL6 

mice with F. pedrosoi conidia or sclerotic cells, calculating infection, phagocytosis 

and cellular fusion rates. The results showed phagocytosis and infection rates with 

conidia higher than sclerotic cells to BALB/c (p <0.05), while the rate of cellular fusion 

was higher for sclerotic cells interaction, with Langhans giant cells formation, in 

comparison to foreign-body giant cells after interaction with conidia. Macrophages 

from BALB/c co-cultured with conidia produced more TNF-α than control group after 

3 to 72 hours, and more IL-10 after 3h. Macrophages interacting with sclerotic cells 

produced more TNF-α than control group after 1h and 3h, and the amount of IL-10 

was higher after 72h of interaction. In the co-culture of C57/BL6 macrophages with 

conidia, the presence of large vacuoles after 24h was observed, while in the co-

culture with sclerotic cells, macrophages were detached from coverslip glasses after 

24 h. Our results indicate higher levels of TNF-α after interaction of conidia compared 

to controls at 1 and 72 h and increase of IL-10 after 48h. However, after interaction 

with sclerotic cells, only IL-10 differed from control, being higher after 1 to 48 hours. 

All of these data suggest that macrophage response to fungus is different between 

BALB/c and C57/BL6 mice, differing also on the response of the same type 

macrophage for each fungal form, sclerotic cells apparently being more immunogenic 

than conidia. 

Key-words: Chromoblastomycosis. Fonsecaea pedrosoi. Macrophage. 

Interaction. phagocytosis. Cellular fusion. IL-10. TNF-α. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. CROMOBLASTOMICOSE 

1.1.1. Características clínicas 

O termo cromoblastomicose foi utilizado inicialmente em 1922, para 

designar um grupo de doenças fúngicas polimórficas, conhecidas como dermatite 

verrucosa. A cromoblastomicose é uma infecção subcutânea crônica, causada por 

implantação traumática de diversas espécies de fungos demáceos, sendo o principal 

agente o Fonsecaea pedrosoi. No tecido do hospedeiro, os conídios ou fragmentos 

de hifas se diferenciam em formas miceliais e posteriormente, originam estruturas 

globosas e de paredes espessas denominadas células escleróticas ou corpos 

muriformes (MC GINNIS et al., 1987; RIPPON, 1988; LACAZ, et al., 2002).  

A cromoblastomicose apresenta aspectos clínicos variados (Figura 01), 

sendo encontradas lesões nodulares, verrucosas, tumorais, em placas, cicatriciais e 

tricofitóides. Essas lesões podem ser localizadas, disseminadas ou cutânea 

disseminadas  (SALGADO et al., 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 01. Diferentes aspectos clínicos das lesões de cromoblastomicose. A) Lesões 

verrucosas, vegetantes com fibrose acentuada e atrofia cicatricial, B) Lesões verrucosas e nodulares, 

C) Lesão em placa, psoriasiforme, D) Lesões verrucosas, E) Lesões verrucosas e nodulares, 

disseminadas pelo tegumento  (SALGADO et al., 2005). Fonte: Laboratório de Dermato-Imunologia. 
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Nos estágios iniciais, a doença caracteriza-se clinicamente pela presença 

de pápulas eritematosas, que se desenvolvem e originam lesões de aspecto 

verrucoso, com presença de nódulos que posteriormente podem ulcerar terminando, 

na maioria das vezes, com hiperceratose e hiperacantose dos tecidos afetados. As 

úlceras podem se tornar vegetantes, adquirindo aspecto papilomatoso semelhante à 

couve-flor (LACAZ et al., 2002). Apresenta evolução lenta e progride com fibrose 

tecidual prejudicando a circulação linfática, podendo levar a elefantíase com perda 

total ou parcial da funcionalidade do membro atingido. Além disso, podem ocorrer 

infecções bacterianas secundárias (FADER & MC GINNIS, 1988).  

 

 

1.1.2. Epidemiologia 

A cromoblastomicose tem distribuição mundial e é prevalente em países 

de clima tropical e subtropical, como Brasil, Madagascar, Costa Rica, República 

Dominicana e Austrália (Figura 02). No Brasil (Figura 03), a região amazônica é 

onde se encontra o maior número de casos, sendo o estado do Pará o principal foco 

da doença, com a segunda maior prevalência mundial.  

Entre os anos de 1942 e 1997 foram registrados 325 casos de 

cromoblastomicose em nosso estado (SILVA et al., 1999). Somente entre os anos de 

2001 e 2008 foram cadastrados na Unidade de Referência e Treinamento em 

Dermatologia Sanitária Dr. Marcello Candia (URE-Marcello Candia) mais de 110 

casos novos de cromoblastomicose. Estudos epidemiológicos demonstraram que a 

cromomicose atinge mais freqüentemente trabalhadores rurais, do sexo masculino e 

com idade entre 41 e 70 anos (SILVA et al., 1999; MINOTTO et al., 2001). No 

entanto, raramente são observados casos de cromomicose em crianças, mesmo 

quando elas vivem nas mesmas condições ambientais de adultos com a doença. Por 

isso, acredita-se que o fungo inoculado no organismo fique latente por longos 

períodos, ou que sejam necessários repetidos traumatismos para iniciar a doença. 
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Figura 02: Distribuição mundial dos casos de cromoblastomicose nos últimos 50 anos (Fonte: 

Laboratório de Dermato-Imunologia). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 03: Distribuição nacional dos casos descritos de cromoblastomicose nos últimos 50 

anos. Branco (sem registro de caso), amarelo claro (até 10 casos registrados), amarelo vivo (entre 10 

e 100 casos registrados) e vermelho (mais de 100 casos) (Fonte: Laboratório de Dermato-

Imunologia). 

<10 casos 

>300 casos 
30~300 casos 
10~30 casos 
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1.1.3. Diagnóstico laboratorial 

O diagnóstico laboratorial é realizado através do exame micológico direto, 

da identificação do fungo em cultura ou por exames anatomopatológicos. O método 

mais simples é o exame micológico direto do material retirado por escarificação 

(raspado), onde se observam as células escleróticas (Figura 04). Estas células 

apresentam morfologia arredondada, coloração marron-acastanhada e podem ser 

visualizadas isoladamente ou em pequenos grupos (LACAZ et al., 2002). A biópsia 

do tecido revela hiperceratose e paraceratose, com abscessos e granulomas. No 

tecido, as células escleróticas apresentam divisão planária, caracterizada pela 

formação de septos em diferentes planos (TELLES et al., 2003) e são 

patognomônicas de cromoblastomicose. 

Microscopicamente, o estudo histopatológico demonstra hiperceratose e 

hiperplasia pseudoepiteliomatosa revelando a ocorrência de uma resposta tecidual 

granulomatosa. O infiltrado celular é composto de leucócitos polimorfonucleares, 

leucócitos mononucleares, linfócitos, eosinófilos, células plasmáticas, estando 

presentes também células gigantes de corpo estranho e ocasionalmente células de 

Langerhans. Além disso, se observa abscesso com variável grau de necrose e 

supuração. O fungo pode ser encontrado no interior dos macrófagos, das células 

gigantes ou extracelularmente (CARRIÓN, 1950; MC GINNIS, 1983).  

 

 

1.1.4. Tratamento 

A cromoblastomicose pode ser tratada por diferentes métodos: Itraconazol 

ou terbinafina têm sido usados como terapia simples (RESTREPO, 1994; BONIFAZ 

et al., 1997), e grandes lesões podem ser reduzidas com aplicações locais de calor 

ou com crioterapia antes da administração do medicamento para obtenção de uma 

resposta mais eficiente (PANG et al., 2004). 
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Figura 04. Exame micológico direto. Células escleróticas observadas ao exame micológico direto 

da lesão, evidenciando a coloração acastanhada e septações multiplanárias. (Fonte: Laboratório de 

Dermato-Imunologia). 

 

 

1.2. ETIOLOGIA 

Os agentes etiológicos da cromoblastomicose são agrupados em quatro 

principais gêneros, que são Cladosporium, Cladophialophora, Exophiala (PADHYE 

et al, 1996; BARBA-GÓMEZ et al, 1992) e Fonsecaea, sendo este considerado o 

principal agente (MCGINNIS et al., 1983; SILVA et al., 1999). Em alguns casos, 

podemos encontrar ainda o gênero Rhinocladiella (ARANGO et al., 1998). 

Estes agentes caracterizam-se por apresentar uma forma tecidual única, 

denominada de célula esclerótica ou corpo muriforme, que é bastante pigmentada e 

pode exibir septações em vários planos (LACAZ et al., 2002). Estas formas podem 

ser obtidas in vitro em meio quimicamente definido adicionado de propanolol 

(ALVIANO et al., 1992) e em meio com pH baixo contendo quelantes ou 

suplementado de cálcio, indicando que este pode ser um fator envolvido na indução 
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de células muriformes in vitro (MENDOZA et al., 1993). Células escleróticas obtidas 

in vitro induzidas com propanolol possuem similaridade ultra-estrutural e antigênica 

com as células encontradas em lesões de pacientes (SILVA et al., 2002). Estudos 

revelam que a diferenciação celular de F. pedrosoi em células escleróticas in vivo, 

pode ser obtida com a interação deste fungo com fator de agregação plaquetária 

(PAF) liberado por células do sistema imune (ALVIANO et al., 2003).  

O Fonsecaea pedrosoi é um fungo negro, taxonomicamente pertencente 

à classe Hyphomycetes, ordem Chaetothyriales, família Herpotrichiellaceae e gênero 

Fonsecaea. Apresenta hifas e conídios melanizados (DE HOOG et al., 2000), sendo 

comumente encontrado no solo, na matéria orgânica, vegetais em decomposição e 

em tecidos vegetais vivos (ZEPPENFELDT, 1994; SALGADO et al., 2004). 

A análise morfológica do cultivo de F. pedrosoi mostra, 

macroscopicamente, uma colônia de aspecto aveludado, anverso escuro de 

coloração verde oliva a negro, e reverso negro. Microscopicamente, observam-se 

hifas septadas, ramificadas e de coloração marron-claro, que apresentam conidiação 

do tipo cladosporium, rhinocladiella e phialophora (LACAZ et al., 2002). 

Os fungos causadores da cromoblastomicose apresentam essencialmente 

pigmentação escura, devido à presença da melanina em suas paredes celulares. A 

melanina é constituída de polímeros multifuncionais, de alto peso molecular, 

formados a partir da polimerização oxidativa de compostos fenólicos (HAMILTON & 

GOMEZ, 2002). O F. pedrosoi produz melanina em grânulos citoplasmáticos, 

chamados de melanossoma e os envia à parede celular, onde são depositados em 

camadas concêntricas. A produção de melanina ocorre em ambiente ácido dentro 

dos melanossomos, os quais possuem uma matrix fibrilar que funciona como um 

sítio de suporte para a deposição de melanina (FRANZEN et al., 1999; FRANZEN et 

al., 2008). Esse pigmento possui um efeito inibidor da fagocitose, propriedade que 

pode ser considerada como um fator de virulência adicional. Além disso, bloqueia a 

oxidação por neutrófilos e inibe a morte intracelular de Wangiella dermatitidis 

(FARBIARZ et al., 1992; SCHNITZLER et al., 1999). Em virtude disso, a melanina 

pode desempenhar uma importante função na patogênese das infecções causadas 

por fungos demáceos. 
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1.3. O MACRÓFAGO 

Os macrófagos são células pertencentes ao sistema mononuclear 

fagocitário, originam-se de precursores da medula óssea e desempenham 

importantes funções no reconhecimento e resposta a microorganismos invasores, 

como a fagocitose, a apresentação de antígenos a linfócitos T e a secreção de 

citocinas para iniciar a resposta imune e inflamatória (MURREY, 1998). 

Os macrófagos são conhecidos por influenciar na atividade celular e 

homeostase em vários tecidos, providenciar uma linha frontal de defesa contra 

antígenos invasores e células tumorais recém-formadas, e por servirem de células 

apresentadoras de antígenos para o reconhecimento inicial e remoção de células 

senescentes. Em resposta a estímulos provenientes de algum microorganismo ou de 

linfócitos ativados, os macrófagos modificam algumas de suas propriedades tais 

como: habilidade para aderir e espalhar-se em substratos, a taxa de endocitose e 

fusão de lisossomos com vacúolos endocíticos (RABINOVITCH, 1995; 

SILVERSTEIN, 1995). Entre as moléculas e receptores expressos pelos macrófagos 

estão moléculas MHC I e II, envolvidas no processo de apresentação de antígenos 

para os linfócitos T; receptores Fc para imunoglobulinas e receptores para o sistema 

complemento, envolvidos na fagocitose de partículas opsonizadas; receptores para 

anafilaxina e receptores manose/fucose, envolvidos na fagocitose de partículas não 

opsonizadas e receptores integrínicos, envolvidos na adesão e migração sobre 

moléculas da matriz extracelular (MURREY, 1998; STARFFORD, 2002). 

A ativação dos macrófagos envolve a interação de citocinas com 

receptores presentes na membrana destas células, desencadeando uma série de 

eventos moleculares, que incluem: hidrólise de fosfatidilinositol, formação de 

diacilglicerol, alterações na concentração de cálcio citosólico, ativação de proteína 

quinase C, fosforilação de proteínas e alterações na transcrição gênica. Os 

macrófagos ativados, por sua vez, são capazes também de produzir grandes 

quantidades de metabólitos reativos do oxigênio e nitrogênio (H2O2, O2-, OH-, NO, 

ONOO-), o que lhes confere alta capacidade microbicida e tumoricida 

(GREENBERG, 1995). 
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Macrófagos ativados são maiores que os não ativados, muitas vezes 

apresentando o dobro ou até mesmo o triplo de seu tamanho, principalmente devido 

ao aumento de volume citoplasmático, e são muito mais eficientes em destruir 

bactérias e outros patógenos. A variabilidade de estímulos que podem ativar 

macrófagos é muito grande: contato direto com microorganismos ou partículas 

inertes, com LPS bacteriano, produtos do próprio tecido danificado, com 

componentes protéicos do sistema complemento ou da coagulação sangüínea. A 

ativação pode também ser induzida por certas citocinas (principalmente o interferon 

gama/IFN-γ), que podem ser secretadas por linfócitos que estejam ao redor. 

Macrófagos ativados são ávidos fagócitos e englobam quaisquer partículas 

estranhas, fragmentos celulares, células senescentes ou danificadas encontradas 

por eles. Além disso, essas células reconhecem algumas partículas alvo através de 

seus receptores de superfície. Os macrófagos ativados também podem secretar uma 

variedade numerosa de substâncias biologicamente ativas que influenciam o 

crescimento e as atividades de outras células (KLINGEMANN, 1989; PIEMONTE & 

BUCHI, 2002). 

O processo de fagocitose está intimamente relacionado aos fenômenos 

de adesão e espraiamento celular. Durante esses processos ocorre uma série de 

alterações estruturais nas células, que envolvem a ativação e agrupamento de 

receptores de membrana para moléculas da matriz extracelular, como fibronectina, 

vitronectina e laminina. A ativação dos receptores desencadeia cascatas de 

sinalização intracelular mediadas por tirosinoquinases, promovendo a reorganização 

de elementos do citoesqueleto, como microtúbulos e filamentos de actina e a 

redistribuição de organelas citoplasmáticas. Essas alterações conduzem a uma 

mudança na morfologia celular, possibilitando o aumento da área de contato da 

membrana plasmática da célula fagocitária com a superfície das partículas ou 

microorganismos a serem fagocitados. Além disso, o aumento da polimerização de 

filamentos de actina próximo à membrana plasmática acarreta a formação de 

projeções celulares e pseudópodos, que se estendem ao redor das partículas-alvo e 

promovem sua internalização (WRIGHT & MEYER, 1985; KLINGEMANN, 1989; 

PIEMONTE & BUCHI, 2002).  
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A fagocitose é um processo complexo contendo várias etapas através das 

quais uma partícula é ingerida, morta e digerida. Uma vez englobados a maioria dos 

microrganismos são mortos rapidamente. Talvez a principal função dos macrófagos 

ativados seja a grande capacidade de matar microorganismos e algumas células 

tumorais. Isso pode ocorrer através de mecanismos tanto oxidativos (oxigênio ou 

nitrogênio dependentes) nos quais reativos intermediários de oxigênio e de 

nitrogênio são produzidos, quanto não oxidativos (hidrolases ácidas, lisozimas e 

proteínas catiônicas). Os produtos de oxigênio produzidos pelos macrófagos incluem 

o peróxido de hidrogênio (H2O2), o ânion superóxido (O2-) e o radical hidroxila (OH.). 

O processo pelo qual esses são produzidos é conhecido como “burst” respiratório, 

variando em quantidade conforme o estágio de ativação dessas células. A resposta 

do “burst” respiratório, originalmente associada somente com a fagocitose, é hoje 

conhecida também por ser estimulada pelo sistema complemento e por 

imunoglobulinas, durante o simples contato com partículas ou com superfícies 

opsonizadas, independente da fagocitose (MAC MICKING et al., 1997).  

Um dos reativos intermediários de nitrogênio produzido por macrófagos 

ativados é o óxido nítrico (NO), que pode também ser produzido por outros tipos 

celulares e é importante em outros sistemas do corpo. O NO é derivado de átomos 

de nitrogênio guanidino da L-arginina e de oxigênio molecular, em uma reação 

catalisada pela enzima óxido nítrico sintase (NOS). Quando em solução aquosa, o 

óxido nítrico é uma molécula relativamente instável, apresentando uma meia-vida 

entre 3 e 15 s. Por isso , a produção de NO é normalmente medida indiretamente, 

através da determinação da concentração de seus produtos oxidativos, nitrito e 

nitrato, no soro ou sobrenadante de culturas celulares. A produção de óxido nítrico 

pode ser considerada uma característica típica de macrófagos ativados (MAC 

MICKING et al., 1997). 

O NO usado em respostas citotóxicas de macrófagos ativados é uma das 

principais moléculas efetoras da atividade microbicida e citotóxica contra fungos intra 

e extracelulares. É capaz de atuar diretamente sobre os patógenos, provocando 

efeitos inibitórios sobre diversos processos celulares, como crescimento e 

multiplicação (ADHUNA et al., 2000). 
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1.4. FORMAÇAO DE CÉLULAS GIGANTES MULTINUCLEADAS 

Os fagócitos mononucleares são células que, em casos específicos, têm a 

capacidade de se aderir e se fundir com outras células, formando células gigantes 

multinucleadas (CGMs). As células gigantes multinucleadas foram descritas pela 

primeira vez em 1868 por Langhans, o qual sugeriu que as células gigantes eram 

formadas por meio da fusão celular (HELMING & GORDON, 2008).  

Sugere-se que os mecanismos envolvidos na fusão celular de macrófagos 

são os mesmos envolvidos na fusão vírus-célula e espermatozóide-ovócito 

(HERNANDEZ et al., 1996). Entretanto, o significado funcional das CGMs durante a 

inflamação granulomatosa permanece indeterminado. 

Acredita-se que CGMs são originadas a partir da fusão de macrófagos 

recrutados para o sítio de inflamação granulomatosa (CHAMBERS & SPECTOR, 

1982). A fusão de macrófagos pode levar não somente a formação de CGMs, mas 

também é característico da formação dos osteoclastos. Embora CGMs e 

osteoclastos sejam formadas através da fusão de macrófagos, continua a ser 

elucidado se eles compartilham mecanismo similar de fusão e se eles exibem função 

análoga. O mecanismo molecular de fusão de macrófagos ainda está mal 

compreendido, mas dados recentes apóiam a hipótese de que a máquina molecular 

utilizada para formação de CGMs e osteoclastos possa, pelo menos em parte, ser 

idêntica (VIGNERY, 2005; YAGI et al., 2005). 

A formação dos osteoclastos é estimulada pelo ligante do receptor 

ativador do fator nuclear kappa B (RANKL) e pelo fator estimulador de colônia de 

macrófagos (M-CSF) (YASUDA et al., 1998), mas os estímulos que induzem a 

formação de CGMs in vivo são bem menos definidos e podem envolver citocinas 

presente no interior dos granulomas.  

Demonstrou-se que a interleucina-4 (IL-4) induz a fusão de macrófagos e 

a formação de CGMs in vitro (MCINNES & RENNICK, 1988; MCNALLY & 

ANDERSON, 1995), que é necessária para a formação de células gigantes de corpo 

estranho (CGCEs) in vivo (KAO et al., 1995) e também que é importante para a 
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formação de granulomas e CGMs durante a esquistossomose (CHENSUE et al., 

1992). A IL-4 induz não só a fusão de macrófagos, como medeia uma via alternativa 

de ativação de macrófagos em oposição à ativação clássica por interferon-gama 

(IFN-γ) (STEIN et al., 1992). A ativação alternativa de macrófagos está associada a 

processos de reparo, atenuação da inflamação excessiva, alergias e defesa do 

hospedeiro contra infecções parasitárias (GORDON, 2003; HERBERT et al., 2004). 

A ativação alternativa por IL-4 ou a estimulação com outras citocinas não parece 

induzir a formação de CGMs em todas as situações; outros fatores, como ovos de 

Schistossoma mansoni, micobactérias e o grau de ativação ou diferenciação dos 

macrófagos podem contribuir para a indução da fusão celular e formação de 

granulomas (HELMING & GORDON, 2008). 

Helming & Gordon (2007) estabeleceram um novo sistema quantitativo 

bifluorescente para estudar a fusão de macrófagos murinos primários in vitro 

induzida por IL-4 e estabeleceram que diferentes populações de macrófagos 

primários exibem capacidades distintas para formar CGMs; além disso,  

especularam que além da IL-4, outros fatores contribuem para a fusão dos 

macrófagos in vitro e in vivo. Por exemplo, o dipeptídeo muramyl, um 

peptídeoglicano componente da parede celular de bactérias, influencia as 

características morfológicas das CGMs in vitro (MIZUNO et al., 2001). 

Monócitos isolados da medula óssea de camundongos, bem como 

monócitos/macrófagos humanos podem ser induzidos à fusão em resposta a IL-4 

(MCLNNES & RENNICK, 1988; MCNALLY & ANDERSON, 1995) e IL-13 (DEFIFE et 

al., 1997). Não está claro se IL-4/IL-13, as quais agem através de uma cadeia 

comum de receptor alfa IL-4R, também contribuem para a fusão de macrófagos 

dentro do granuloma tuberculóide.  

A fusão célula-vírus tem sido extensivamente estudada e os mecanismos 

que conduzem a fusão viral são similares aos que determinam a fusão célula-célula, 

pois ambos são determinados por uma maquinaria análoga (SOLLNER, 2004), e 

esses achados podem ser utilizados para desvendar o processo de fusão de 

macrófagos. A glicosilação é um fator determinante na fusão célula-vírus. As 

proteínas de fusão virais são principalmente glicoproteínas e sua correta glicosilação 
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é indispensável para seu bom funcionamento e apropriada conformação (OHUCHI et 

al., 1997). Além disso, carboidratos estruturais da célula hospedeira desempenham 

importantes funções na ligação e entrada do vírus (MARSH & HELENIUS, 2006).  

Sugere-se que a formação de macrófagos multinucleados in vitro pode ser 

induzida através da adição de lecitinas como a Concavalina A (ConA) e a fito-

hemaglutinina à cultura de macrófagos ( CHAMBERS, 1977; TAKASHIMA et al., 

1993). Lecitina de lens culinaris (LCA) e ConA se ligam a resíduos de manose 

terminais, mas de maneira intrigante, foi sugerido que receptores de manose de 

macrófagos estariam diretamente envolvidos na formação de macrófagos 

multinucleados induzidos por IL-4, uma vez que a adição de manana em cultura teria 

inibido a fusão de macrófagos (MCNALLY et al., 1996). No entanto, Helming & 

Gordon (2007), estudaram camundongos knockout para receptor de manose e não 

detectaram redução na formação do granuloma induzido por IL-4, chegando à 

conclusão de que o receptor de manose não é essencial para a fusão de 

macrófagos.  

Recentemente, o receptor Tm7 (Família de sete proteínas 

transmembrana) DC-STAMP (Proteína transmembrana específica de célula 

dendrítica) foi implicado na fusão de macrófagos (YAGI  et al., 2005). O DC-STAMP 

é regulado positivamente por IL-4 em macrófagos (STAEGE et al., 2001) e 

demonstrou ser essencial não só na multinucleação de macrófagos induzida por IL-

4, mas também na formação de osteoclastos in vitro e in vivo (YAGI  et al., 2005). 

Muito embora DC-STAMP esteja envolvido na fusão de macrófagos, ela não é a 

única molécula envolvida no processo de fusão de macrófagos (HELMING & 

GORDON, 2007). 

A quimiotaxia pode ser um fator determinante na fusão de macrófagos, já 

que eles podem secretar quimiocinas ou moléculas homólogas, levando a atração 

de outros macrófagos e a agregação celular que antecede o processo de fusão. Por 

exemplo, a quimiocina CCL2 está envolvida na formação de CGCEs bem como na 

osteoclastogênese (KIM et al., 2006; KYRIAKIDES et al., 2004). Em adição, 

mostrou-se que o fator-L quimiotático de eosinófilo (ECF-L) aumenta a formação dos 

osteoclastos (GARCIA-PALACIOS et al., 2007). 
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As moléculas de adesão também desempenham um papel crucial durante 

a formação de macrófagos multinucleados. Em 2002, MacNally & Anderson, 

reportaram que β1 e β2 integrinas participam da adesão celular durante o processo 

de fusão de macrófagos. Também foi verificado que anticorpos anti-ICAM-1 e anti-

LFA-1 inibem a formação de CGMs e osteoclastos (FAIS et al., 1994; KAZAZI et al., 

1994; OKADA et al., 2002). A proteína de adesão E-caderina é expressa em 

osteoclastos humanos e murinos, sendo que a inibição da sua função por anticorpos 

e antagonistas impede a fusão dos precursores de osteoclastos (MBALAVIELE et 

al., 1995). O CD44, molécula de adesão transmembrana envolvida na ligação e 

metabolismo do ácido hialurônico, também está envolvida na fusão de macrófagos. 

(CUI et al., 2006; STERLING et al., 1998). A interação entre dois membros da 

superfamília das imunoglobulinas, CD47 (proteína associada à integrina, IAP) e o 

receptor de fusão de macrófagos (MFR, Sirp-α, SHPS-1, BIT, P84) pode 

desempenhar um papel significante durante a formação de CGMs. O bloqueio com 

anticorpos contra CD47 e MFR pode impedir a fusão de macrófagos (HAN et al., 

2000; SAGINARIO et al.,1998). CD47 e MFR, também foram implicados na 

formação de osteoclastos e a deficiência de CD47 resultou em osteoclastogênese 

reduzida in vitro e in vivo (LUNDBERG et al., 2007). 

 É possível que mecanismos comuns ou moléculas selecionadas sejam 

compartilhados por todos os processos de fusão celular. As tetraspaninas são 

proteínas integrais de membrana e têm sido associadas a diversos eventos de fusão 

célula-célula. Mas, os mecanismos pelos quais as tetraspaninas regulam a fusão 

celular ainda não estão completamente esclarecidos. É possível que elas sirvam 

como organizador molecular da superfície celular, para que outras proteínas regulem 

a fusão célula-célula (HELMING & GORDON, 2008). Fêmeas de camundongos 

knockout para CD9 e CD81 tiveram sua fertilidade reduzida em virtude da deficiência 

na fusão ovócito-espermatozóide (KAJI et al., 2000; MIYADO et al., 2000; 

RUBINSTEIN et al., 2006a). Ambas as moléculas também estão envolvidas na fusão 

de células musculares (TACHIBANA & HEMLER, 1999) e alguns autores 

demonstraram que CD9 e CD81 podem estar envolvidos na formação de células 

gigantes e na osteoclastogênese (ISHII et al., 2006; TAKEDA et al., 2003). 
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A fertilina-β (ADAM-2) e a ciritestina (ADAM-3), membros da família das 

desintegrinas e metaloproteases (ADAM) estão envolvidas no processo de fusão 

ovócito-espermatozóide. Embora estudos tenham demonstrado que elas são 

indispensáveis para a fertilização (RUBINSTEIN et al., 2006b). ADAM-1, ADAM-9 e 

ADAM-11 compartilham características bioquímicas com proteínas virais de fusão e 

podem conter potenciais peptídeos de fusão.  Além disso, sugere-se que ADAM-9 

está envolvido com a fusão de macrófagos (NAMBA et al., 2001). Já o ADAM-12 

(Meltrina-α) parece ser importante durante a fusão de mieloblastos (YAGAMI-

HIROMASA et al., 1995) e também se apresentou como um mediador na formação 

de CGMs e osteoclastos (ABE et al., 1999).  

A FRP-1 (Proteína regulatória de fusão, CD98 de cadeia pesada) foi 

identificada por isolamento de anticorpos monoclonais que estavam aumentados na 

fusão celular induzida por vírus (ITO et al., 1992) o CD98 é uma proteína 

multifuncional ligada à adesão, fusão e transporte de aminoácidos (DEVES & BOYD, 

2000) e pode regular a fusão de macrófagos por ligação com o sistema 

RANK/RANKL, podendo não ser considerado um regulador direto da fusão 

(HELMING & GORDON, 2008). 

O receptor purinérgico P2X7 é um canal de íons diretamente aberto por 

ATP extracelular o qual forma um poro não-seletivo após estimulação repetitiva pó 

ATP (DI VIRGILIO et al., 1999).  Por essa habilidade de formar poros foi sugerido 

que esteja envolvido na fusão de macrófagos. O bloqueio de P2X7 inibe a formação 

de macrófagos multinucleados (FALZONI et al., 2000).  Apesar da associação com a 

fusão de macrófagos, o receptor P2X7 não é exigido para a formação de 

osteoclastos (KE et al., 2003).   

Helming & Gordon (2008) propõem que a formação de CGMs dentro de 

um granuloma é induzida pelo micro-ambiente local composto por citocinas e sinais 

derivados de bactérias, fungos ou outros materiais estranhos (Figura 05). Os 

macrófagos têm que se agregar, processo que poderia ser regulado por fatores 

quimiotáticos. A membrana plasmática tem que entrar em estreito contato via fatores 

de adesão. Então, várias proteínas entram em ação para promover contatos entre as 
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membranas hidrofóbicas de diferentes células e para mediar a subseqüente 

reorganização e reparo da membrana. A fusão da membrana pode ser mediada por 

interações específicas de ligantes desconhecidos na superfície de uma célula com 

receptores específicos associados à fusão. Em adição, a fusão pode ser regulada 

por sinais positivos ou negativos promovidos por proteínas de membrana e 

componentes de sinalização intracelular.  

A fusão de macrófagos pode conseqüentemente, envolver uma 

maquinaria constituída por diversas moléculas funcionais. Apesar dos diversos 

candidatos a mediadores da fusão de macrófagos, mais estudos são necessários 

para avaliar a suas especificidades e os mecanismos envolvidos durante a formação 

de macrófagos multinucleados. 

 

 

Figura 05: Esquema mostrando os supostos mecanismos da fusão de macrófagos. O micro-

ambiente local composto por citocinas e sinais derivados estímulos de bactérias ou fungos induzem a 

expressão de fatores fusogênicos. Fatores quimiotáticos podem mediar a adesão e agregamento dos 

macrófagos adjacentes (Fonte: Adaptada de Helming & Gordon, 2008). 
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1.5. INTERAÇÃO FUNGO-HOSPEDEIRO 

As doenças fúngicas têm emergido nos últimos tempos, principalmente 

devido ao aumento do número de pessoas imunocomprometidas. Existem 

aproximadamente 100.000 espécies de fungos, sendo que apenas algumas são 

conhecidas como causa de infecções humanas. Esses organismos são de caráter 

oportunista, causando infecções quando a defesa do hospedeiro encontra-se 

prejudicada.  

A reposta imune contra os fungos varia de acordo com as espécies 

encontradas. A importância relativa dos mecanismos de defesa inatos e adaptativos 

difere, dependendo do tipo de organismo e do sítio da infecção. Além disso, os 

fungos patogênicos desenvolvem mecanismos para evadir e corromper as defesas 

do hospedeiro. A morfologia também pode ser um fator determinante da resposta 

contra o patógeno. Por exemplo, enquanto leveduras e esporos são eficazmente 

fagocitados, o tamanho da hifa pode impedir a sua ingestão efetiva (SHMUEL et al., 

2005). 

A maior característica da resposta imunológica é a interdependência entre 

as diversas armas do sistema imune e a interação entre a defesa do hospedeiro e os 

mecanismos fúngicos patogênicos. Dentre os diversos mecanismos que atuam na 

resposta antifúngica, encontram-se os macrófagos, neutrófilos e monócitos, que são 

importantes células efetoras. Os macrófagos residentes estão situados em vários 

locais do corpo e formam a primeira linha de defesa, estando aptos a iniciar uma 

reação inflamatória através da liberação de mediadores químicos. O número dessas 

células no tecido pode ser modificado em resposta a um dano ou infecção, já que os 

macrófagos estimulados ou ativados podem ser recrutados rapidamente. Estas 

células possuem maior eficiência na liberação de mediadores e enzimas, auxiliando 

na amplificação imunológica contra a maioria das infecções. Vale ressaltar, que a 

fagocitose é um dos principais mecanismos utilizados na tentativa de destruir ou 

danificar o fungo. As células efetoras adicionais, incluindo neutrófilos e monócitos, 

são recrutadas para o sítio de infecção através de sinais inflamatórios, como 

citocinas, quimiocinas e componentes do sistema complemento. Os fungos são 
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mortos ou danificados pela produção e liberação de reativos intermediários do 

oxigênio e peptídeos antimicrobianos (GORDON et al., 1988; MAMBULA et al., 

2000; SHMUEL et al., 2005). 

As células dendríticas são apresentadoras profissionais de antígenos do 

sistema imune e iniciam a imunidade inata e adaptativa contra os microorganismos. 

Estas células capturam e processam antígenos, expressam as moléculas co-

estimulatórias, migram para os órgãos linfóides e secretam citocinas para iniciar a 

resposta imune (LIU et al., 2001). As células dendríticas são um instrumento 

essencial na ligação entre a resposta inata e adaptativa contra fungos. Os sinais 

transmitidos por elas podem variar de acordo com a espécie e morfologia do 

patógeno encontrado, influenciando assim o tipo de resposta que será realizado 

(BOZZA et al., 2002; BAUMAN et al., 2000). 

A diferenciação de células T CD4+ em células efetoras, que se 

desenvolvem mais comumente em células T helper tipo 1 (Th1) e 2 (Th2), é o 

caminho para o desenvolvimento da resposta Th específica, sendo fundamental para 

determinar a suscetibilidade ou resistência à infecção fúngica pelo hospedeiro. O 

desenvolvimento da resposta Th1 é influenciado por diversos fatores, incluindo a 

ação conjunta de citocinas, como o interferon-gama (IFN-γ), interleucina-6 (IL-6), 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e interleucina-12 (IL-12), na ausência de 

citocinas com perfil Th2, como IL-4 e IL-10. A predominância das citocinas do tipo 

Th1 sobre a Th2 está relacionada à proteção contra várias micoses (ROMANI, 

2004). 

A resposta imune na cromoblastomicose tem sido bastante investigada. 

Esterre et al. (2000) verificaram que os níveis de anticorpos em pacientes com 

cromomicose diminuem durante a quimioterapia específica. Também tem sido 

demonstrada a presença de um alto número de macrófagos em tecidos de biópsias 

de pacientes com cromoblastomicose (SOTTO et al., 2004). 

A análise de 19 casos de cromomicose no Brasil (D’ÁVILA et al., 2002), 

demonstrou que as diferentes formas clínicas manifestadas podem estar 

relacionadas com distintas reações no hospedeiro. Em pacientes com uma boa 
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resposta (forma atópica), demonstrou-se o desenvolvimento de uma resposta 

satisfatória, com a formação de granulomas, expressão do fenótipo celular e de 

citocinas compatíveis com perfil Th1. Por outro lado, na resposta fraca (Lesões 

graves) não se verificou a formação de granulomas verdadeiros e o fenótipo 

encontrado mostrou a presença de células inflamatórias e a expressão de citocinas 

com o padrão de resposta Th2. Apesar de ter ocorrido fagocitose, o dano e a morte 

das células fúngicas têm sido raramente observados. Acredita-se que a persistência 

do fungo in situ é o principal fator responsável pela morbidade na doença. Neste 

estudo, também sugerem que a persistência do fungo e sua capacidade de 

multiplicação, na presença da resposta inflamatória, estejam relacionadas à 

ausência de reação granulomatosa verdadeira. Isso, provavelmente é uma 

conseqüência de fatores que inibem a resposta Th1, fazendo com que haja 

predomínio da resposta Th2.  

A análise da resposta proliferativa a antígenos de cromomicose 

(GIMENES et al., 2005) demonstrou que células mononucleares do sangue 

periférico (CMSP) de pacientes portadores da forma branda da doença apresentam 

altos níveis de proliferação, com altos níveis de IFN-γ e baixos níveis de IL-10. Esse 

perfil de resposta Th1 pode ser responsável por uma resposta imune eficiente, capaz 

de prevenir o desenvolvimento da doença. Por outro lado, as células provenientes 

de pacientes com a forma grave não são capazes de proliferar na presença do 

antígeno, indicando que nesse caso, a resposta específica de células T é inibida. 

Esse fato, aliado aos altos níveis de IL-10 e baixos níveis de IFN-γ, pode resultar na 

depressão da resposta imune celular e na manifestação grave da doença. O nível de 

TNF-α foi o mesmo nas diversas formas da doença e a produção de IL-4 não foi 

detectada. 

 Alguns estudos têm enfatizado a interação fungo-hospedeiro, 

demonstrando predominantemente a resposta imune celular com a ativação de 

macrófagos envolvidos na fagocitose do fungo. De modo geral, o processo de 

interação entre um fungo e a célula-alvo envolve três etapas: adesão, internalização 

do fungo e destino intracelular (MILDER, 1980; OSUMA et al., 1986). 



 

29 

 

Estudos prévios (FARBIARZ et al., 1990), evidenciaram que macrófagos 

residentes têm atividade fungistática, mas não fungicida, contra F. pedrosoi e que 

após 24 horas de interação os macrófagos são completamente destruídos pelo 

fungo. Rozental et al. (1994), demonstraram que macrófagos ativados têm efeito 

fungistático contra F. pedrosoi e provocam mudança na morfologia do fungo, 

retardando a formação do tubo germinativo e da hifa. 

Na interação do F. pedrosoi com neutrófilos (ROZENTAL et al., 1996), 

sugeriu-se que os neutrófilos são capazes de matar o fungo externamente à célula 

fagocítica por um processo independente da presença de anticorpos, envolvendo a 

produção e liberação de produtos intermediários do oxigênio e processos fagocíticos 

seguidos por fusão de fagossomos com grânulos contendo peroxidase. 

Na etapa inicial de reconhecimento celular, a constituição química da 

parede dos fungos desempenha um papel essencial, já que esta é a estrutura mais 

superficial, sendo a primeira a entrar em contato com a célula hospedeira.  A parede 

celular dos fungos é constituída basicamente de quitina, glucana e manana (SAN-

BLAS, 1982; MURPHY, 1991). Um importante constituinte da superfície celular do F. 

pedrosoi e de outros fungos demáceos é a melanina. Este pigmento é sintetizado no 

citoplasma e se acumula nas camadas mais externas da parede celular. Acredita-se 

que a melanina pode estar relacionada a mecanismos de escape, protegendo o 

fungo contra os efeitos microbicidas de macrófagos ativados (ALVIANO, 1991; 

ELLIS, 1974). 

Tem sido evidenciado que polissacarídeos de fungo, localizados na parte 

exterior da parede celular, são reconhecidos por anticorpos, receptores de plantas, 

lectinas e fímbrias bacterianas (LLOYD, STROBEL & ALVIANO appud SOARES, 

1995). Em F. pedrosoi, foram detectados glicose, manose, galactose, ramnose e 

glicosamina, como componentes da parede celular de micélios e conídios. A 

composição de açúcares está associada com a morfogênese celular do fungo, já 

que a galactose foi altamente encontrada em micélios, enquanto que a ramnose foi 

preferencialmente aumentada em conídios. Ácidos palmítico, esteárico, oléico, 

linoleico e aracdônico foram detectados como componentes da fração total de 

lipídios do F. pedrosoi. Diferença na composição de esterol também foi associada 
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com a morfogênese do fungo, indicando que os lipídios podem estar ligados com o 

polimorfismo do fungo e são capazes de influenciar a sua interação com a célula 

alvo (SOARES et al., 1995). 

Os resíduos de carboidratos expostos na superfície da célula hospedeira 

estão envolvidos com a ligação e interiorização de F. pedrosoi por células de 

vertebrados. Sugerem que o fungo possua adesinas ou complexos de 

glicoconjugados capazes de reconhecer resíduos de manose e N-acetilglicosamina. 

No entanto, são necessários mais estudos para identificar e caracterizar as 

macromoléculas envolvidas no processo de interação (LIMONGI et al., 1997). 

O estudo in vitro da relação fungo-hospedeiro tem sido de grande 

importância para o melhor entendimento dos mecanismos de patogenicidade 

envolvidos nas infecções fúngicas, contribuindo para o estudo das suas 

propriedades antigênicas, bem como para novas abordagens terapêuticas. A análise 

da formação de células gigantes correlacionada com a secreção de citocinas pró- e 

anti-inflamatórias utilizando células de duas linhagens distintas de camundongos, 

possibilitará o melhor entendimento do processo fisiopatológico da formação de 

células gigantes e, no futuro, de granulomas in vitro, além do melhor entendimento 

dos processos de defesa imunológica dos camundongos C57/BL6 e BALB/c na 

interação com o fungo negro F. pedrosoi.  
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2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Analisar os diferentes aspectos da interação de macrófagos peritoneais 

de camundongos BALB/c e C57/BL6 com conídios ou células escleróticas de 

Fonsecaea pedrosoi, induzidas in vitro. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

-  Analisar as características morfológicas dos macrófagos na interação 

com o fungo. 

-  Contabilizar o índice de infecção de macrófagos peritoneais de 

camundongos cultivados com conídios ou células escleróticas em 

diferentes tempos. 

-  Calcular o índice de fagocitose na interação de macrófagos com 

conídios ou células escleróticas em diferentes tempos. 

-  Determinar o índice de fusão celular de macrófagos peritoneais 

infectados com conídios ou células escleróticas em diferentes tempos. 

-  Identificar citocinas secretadas no sobrenadante das culturas através 

da técnica de ELISA. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. AMOSTRAS FÚNGICAS 

A cepa de F. pedrosoi utilizada neste estudo foi cedida pelo Laboratório 

de Dermato-Imunologia/UEPA/UFPA/MC, onde está catalogada sob a inscrição de 

LDI-16, tendo sido isolada de material biológico proveniente do raspado de lesão 

verrucosa de um dos pacientes atendidos na URE Marcello Candia. A sua 

identificação foi feita com base em dados laboratoriais, tais como macroscopia da 

colônia (Figura 06) e microscopia ótica através do microcultivo (Figura 07) das 

colônias (RIDDEL, 1950). O fungo foi cultivado em Ágar-batata (Merck, Alemanha) e 

mantido a temperatura ambiente durante 15 dias, sendo realizado o repique 

periodicamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 06: Macroscopia da colônia de Fonsecaea pedrosoi. O cultivo do material obtido da lesão 

do paciente, cultivado em micosel, apresenta-se após 15 dias em cultivo com a superfície aveludada 

e anverso escuro, com coloração próxima ao verde-oliva. Barra: 1cm (Fonte: Laboratório de Dermato-

Imunologia). 
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Figura 07: Microcultivo de Fonsecaea pedrosoi. A colônia obtida foi cultivada em um bloco de 

ágar-batata entre lâmina e lamínula. Após 15 dias verificou-se a presença de conidiação holoblástica 

e simpodial característica do tipo Clasdosporium. Barra: 10µm (Fonte: Laboratório de Dermato-

Imunologia). 

 

 

3.2. ANIMAIS DE EXPERIMENTAÇÃO 

Foram utilizados camundongos isogênicos BALB/c e C57/BL6 com 4 a 8 

semanas de vida, fornecidos e mantidos pelo biotério do Instituto Evandro Chagas 

(IEC), alimentados com ração e água ad libtium. 

 

 

3.3. ISOLAMENTO E CONTAGEM DE CONÍDIOS 

Após 15 dias de cultivo em Ágar-Batata, a massa fúngica da superfície da 

colônia foi transferida para 10 mL de água destilada estéril em tubo de ensaio com 

fundo cônico de 15 ml (TPP, Suiça) e agitada em vortex por 1 minuto para a 

separação das hifas e conídios. Em seguida, foram filtrados para outro tubo através 
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de uma membrana de nylon, e centrifugados a 4000 rpm por 5 minutos, tendo o 

volume reduzido a 1 mL. Realizou-se então contagem em câmara de Neubauer para 

definir a concentração de conídios por mL, que seria utilizada para a indução de 

células escleróticas e interação com macrófagos. 

 

 

3.4. INDUÇÃO DE CÉLULAS ESCLERÓTICAS 

Os conídios isolados foram colocados em placas para cultura de 24 poços 

(TPP, Suiça), contendo meio quimicamente definido acrescido de 100 µL de solução 

de Cloranfenicol 50% em um volume total de 2 mL, mantidos a temperatura 

ambiente por 48 horas, para a transformação dos conídios em células escleróticas 

(Figura 08). A proporção utilizada é de 3×103 conídios/mL de acordo com técnica 

anteriormente descrita (SILVA, 2003). 

 

 

 

Figura 08: Células escleróticas obtidas nos meios quimicamente definidos. Após 5 dias de 

cultivo. Apresentam as características clássicas de coloração, tamanho (barra 10µm) e divisão 

planária (setas) (Fonte: Laboratório de Dermato-Imunologia). 
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3.5. OBTENÇÃO E CULTIVO DE MACRÓFAGOS 

Os macrófagos utilizados para a interação foram isolados da cavidade 

peritoneal de camundongos BALB/c e C57/BL6. Os animais foram sacrificados por 

torção cervical e os macrófagos obtidos através de lavagem peritoneal, injetando-se 

com agulha e seringa 5 a 10 mL de soro fisiológico (Equiplex, Brasil) estéril gelado 

no peritôneo e massageando-se lentamente. Posteriormente, fez-se um pequeno 

corte no peritôneo e com a seringa aspirou-se o líquido e colocou-se em um tubo de 

15 mL. O material aspirado foi lavado com soro, sendo submetido à centrifugação de 

1500 rpm por 3 minutos e ressuspendido em RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, USA) 

suplementado com soro fetal bovino a 10% (Nutricell, Campinas, Brasil), solução de 

penicilina/estreptomicina (Sigma, St. Louis, USA) e 2-mercaptoetanol (Merck, 

Alemanha) (ARORA et al., 1991). 

Em seguida, uma alíquota de 70 µL da suspensão de células foi 

distribuída em lamínulas de vidro quadrada estéril de 5,0×5,0 mm, as quais foram 

incubadas durante 2 horas em estufa a 37ºC e 5% de CO2 para possibilitar a adesão 

dos macrófagos. Posteriormente, as lamínulas foram lavadas com soro para remover 

as células não aderidas e os macrófagos aderidos incubados em placas de 24 poços 

contendo 500 µL de meio RPMI 1640 por 24 horas. A quantidade obtida foi de 

aproximadamente 5×104 macrófagos/lamínula, sendo o cálculo realizado através da 

contagem em microscópio óptico após coloração com Giemsa. A contagem foi feita 

em objetiva de 20x, calculando-se primeiramente o número de campos em dois 

lados da lâmina, depois se multiplicou esses números para achar o total de campos 

da lamínula. Então, encontrou-se a média da contagem de 5 campos e multiplicou-

se pelo número total de campos para encontrar o número total de macrófagos na 

lâmina (Figura 09). 

 

 

3.6. INTERAÇÃO MACRÓFAGO × Fonsecaea pedrosoi 

Os macrófagos isolados foram co-cultivados com conídios ou células 

escleróticas de Fonsecaea pedrosoi, em meio RPMI 1640 nas placas de cultura de 

24 poços a 37ºC e atmosfera a 5% de CO2 nos tempos de 1h, 3h, 24h, 48h e 72h. A 
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proporção de macrófago/fungo utilizada foi de 1:10. Em todos os experimentos foram 

realizados grupos controles com macrófagos, conídios e células escleróticas 

cultivados isoladamente. 

 

Figura 09: Esquema para a contagem do número total de macrófagos na lamínula 

(Fonte: Laboratório de Dermato-Imunologia). 

 

 

3.7. COLORAÇÃO COM GIEMSA 

Após os períodos de interação as lamínulas foram retiradas, lavadas com 

soro fisiológico, fixadas em metanol durante 1 minuto, coradas com solução 5% de 

Giemsa diluída em água tamponada por 30 minutos e montadas sobre uma lâmina 

de vidro, utilizando-se como resina o supermount (BioGenex, San Ramon, USA). 

 

 

3.8. DETERMINAÇÃO DOS ÍNDICES DE INFECÇÃO, FAGOCITOSE E FUSÃO 

CELULAR 

Os índices de infecção, fagocitose e fusão celular dos macrófagos 

peritoneais foram determinados pela quantificação das células em microscópio 

óptico comum após coloração pelo Giemsa. As lamínulas foram contadas em 
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duplicata, quantificando-se 500 macrófagos por lamínula. O índice de infecção foi 

determinado contando-se o número total de macrófagos e o número de macrófagos 

infectados. Para a determinação do índice de fagocitose contou-se o número médio 

de fungos por macrófago. O índice de fusão celular dos macrófagos peritoneais foi 

determinado pela contagem do número de núcleos dentro das células gigantes 

multinucleadas (CGM) em uma determinada área (≥ 3 núcleos por célula) e do 

número total de núcleos na mesma área (MIZUNO, 2004). Os dados são calculados 

de acordo com as seguintes fórmulas: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.9. IDENTIFICAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS ATRAVÉS DO TESTE 

DE ELISA 

A presença de citocinas nos sobrenadantes foi medida utilizando os 

seguintes kits de ELISA: TNF-α e IL-10 (BD Biosciences, San Jose, CA), 

segundo protocolo dos fabricantes. A leitura das placas foi realizada na 

absorbância de 450nm em uma leitora de ELISA (MRX Revelation-DINEX 

MB/USA). Todos os sobrenadantes foram analisados em triplicata e os 

resultados foram expressos em pg/mL. 

Índice de Infecção (%) = (Número de macrófagos infectados/Número 

                                           Total de macrófagos contados) × 100                                      

Índice de Fagocitose = Média do Número de Fungos por Macrófago 

Índice de Fusão Celular (%) = (Número de núcleos nas CGM/Número 

                                                    total de núcleos contados) × 100                                    
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3.10. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o programa Graphpad 

Prism 4.0. O teste empregado foi o teste t-studant com nível de significância p<0.05 

e também foi calculado o desvio padrão. 
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4. RESULTADOS  

4.1. ASPECTOS MORFOLÓGICOS DA INTERAÇÃO 

A análise morfológica da interação, entre macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c ou C57/BL6 e o F. pedrosoi, revelou que houve fagocitose do 

fungo após 1 hora em todas as interações, o que pode ser observado na figura 10. 

 

Figura 10: Macrófagos de camundongos BALB/c infectados com conídios ou células 

escleróticas de F. pedrosoi. Pode-se visualizar os fungos no interior dos macrófagos (Setas pretas) 

e o núcleo dos macrófagos rebatidos para periferia (Setas vermelhas). 

O número de células escleróticas ou conídios fagocitados não diferiu entre 

as duas espécies de camundongos estudadas. No entanto, apesar do número de 

conídios fagocitados nas duas espécies ser o mesmo, observou-se a presença de 

vacúolos aumentados nos macrófagos de camundongos C57/BL6, enquanto que 

nos macrófagos de BALB/c, os vacúolos raramente são visualizados por microscopia 
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óptica (Figura 11). Isso revela que há diferenças morfológicas na resposta fagocítica 

em tipos distintos de camundongos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Macrófagos de camundongos BALB/c ou C57/BL6 infectados com conídios de F. 

pedrosoi apresentam diferente morfologia após 24 horas de interação. Após a interação de 

conídios com macrófagos de camundongos C57, observou-se a presença de vários vacúolos (B e D), 

usualmente apresentando 1 vacúolo para cada conídio (setas). Na interação com macrófagos de 

camundongos BALB/c, não foi possível visualizar os vacúolos (A e C). 

Não há a formação de células gigantes em macrófagos cultivados 

isoladamente. Na interação de macrófagos de BALB/c (Figura 12) ou C57/BL6 

(Figura 13) com conídios ou células escleróticas, verificou-se a formação de células 

gigantes. Enquanto que a interação com conídios estimulou a formação de células 

gigantes do tipo corpo estranho, a interação com células escleróticas originou a 

formação de células gigantes do tipo Langhans, de modo semelhante às células 

encontradas in vivo (Figura 14).  
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Figura 12: Co-cultivo de macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c com conídios ou 

células escleróticas de F. pedrosoi. Barra: 40µm. Setas: célula gigante. Macrófagos isolados não 

formam células gigantes (A, D e G). Na interação com conídios o índice de fusão é baixo na 1ª hora 

(B), aumentando significativamente nas horas seguintes (E e H). Na interação com células 

escleróticas, a fusão celular é maior em todos os tempos e as células gigantes são melhor 

organizadas (C, F e I). 

Na interação de macrófagos de C57/BL6 com células escleróticas 

também notou-se a formação de células gigantes (Figura 13). No entanto, após 48 

horas de interação, observou-se que quase todos os macrófagos que estavam 

aderidos na lamínula se desprenderam (Figura 15D). Além disso, os macrófagos que 

permaneceram na lamínula estavam com uma morfologia alterada, como citoplasma 

acidófilo e vacuolizado (Figura 16).  
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Em virtude desse desprendimento de macrófagos, não foram 

contabilizados os índices de infecção, fagocitose e fusão celular na co-cultura de 

células escleróticas com macrófagos de C57/BL6 nos tempos posteriores a 24 

horas, visto que o número de células remanescentes não possibilitaria uma 

contagem confiável. 

Os índices de infecção, fagocitose e fusão celular serão vistos mais 

detalhadamente nos tópicos posteriores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Co-cultivo de macrófagos peritoneais de camundongos C57/BL6 com conídios ou 

células escleróticas de F. pedrosoi. Setas: célula gigante. Macrófagos isolados não formam células 

gigantes (A, D e G). Na interação com conídios o índice de fusão é baixo na 1ª hora (B), aumentando 

significativamente nas horas seguintes (E e H). Na interação com células escleróticas a fusão celular 

é maior em todos os tempos e as células gigantes são mais bem formadas (C, F e I). 
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Figura 14: Comparação entre células gigantes obtidas de biópsia de lesão e células gigantes 

formadas na cultura in vitro após 24 horas. Barra: 15 µm. Tecido obtido de lesão e corado com 

hematoxilina-eosina, evidenciando a presença de células gigantes do tipo Langhans (A) que são 

semelhantes às células gigantes formadas in vitro, após 24 horas de interação (B: coloração com 

Giemsa). 
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Figura 15: Macrófagos de camundongos BALB/c ou C57/BL6 infectados com células 

escleróticas de F. pedrosoi. Barra: 35 µm. Depois de 1 hora de cultivo, a distribuição de macrófagos 

na lamínula é uniforne (A e B). Após 48 horas, os macrófagos começam a se desprender da lamínula 

na interação com C57/BL6 (D), enquanto na interação com BALB/c (C) permanecem aderidos. 

BALB/c C57/BL6 

1h 

48h 

A 

C D 
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Figura 16: Macrófagos de camundongos C57/BL6 infectados com células escleróticas de F. 

pedrosoi após 48 horas. Barra: 15 µm. Os macrófagos mostram morfologia alterada, apresentando 

vacúolos (Seta preta) e inclusões citoplasmáticas (Seta azul). 
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4.2. PORCENTAGEM DE MACRÓFAGOS INFECTADOS 

Observou-se que o índice de infecção, na interação entre macrófagos de 

BALB/c, foi maior para os conídios em relação às células escleróticas em todos os 

tempos (p<0.05). Esse índice sofreu um aumento significativo no período até 3 h em 

ambas as interações (Gráfico 01), chegando até 71,6% com conídios e 24% com 

células escleróticas. Após esse período, os índices tenderam a estabilização 

atingindo 60,7% com conídios e 31,1% com células escleróticas, em 72h. A 

porcentagem de infecção na interação com os conídios foi duas vezes maior que na 

interação com células escleróticas, mas o perfil de aumento e estabilização foi 

semelhante ao longo do tempo. É importante relatar que houve um aumento 

significativo no período de 1 a 3 horas na interação entre macrófagos e conídios 

(p<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 01: Índice de Infecção em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c co-

cultivados com conídios ou células escleróticas de F. pedrosoi. O índice de infecção foi superior 

para os conídios em relação às células escleróticas em todos os tempos, tendo um aumento 

significativo de 1 até 3 horas em ambas as interações.(*p< 0.05)  

Quanto ao índice de infecção, na interação entre macrófagos peritoneais 

de camundongos C57/BL6 com conídios ou células escleróticas de F. pedrosoi 

(Gráfico 02), observou-se que houve diferença significativa (p< 0.05) somente no 

tempo de 24 horas, onde a porcentagem de macrófagos infectados na interação com 
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conídios (79,4%) foi superior a de infectados na interação com células escleróticas 

(56%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 02: Índice de Infecção em macrófagos peritoneais de camundongos C57/BL6 co-

cultivados com conídios ou células escleróticas de F. pedrosoi. A porcentagem de macrófagos 

infectados com conídios foi significativamente maior que a de infectados com células escleróticas 

somente no tempo de 24 horas. (*p< 0.05) 

Comparando-se o índice de infecção na interação entre macrófagos 

peritoneais de BALB/c e células escleróticas com a de macrófagos de C57/BL6 e 

células escleróticas (Gráfico 03), observou-se diferença significativa (p< 0.05) entre 

as duas interações no tempo de 3 horas, sendo a porcentagem de macrófagos 

infectados na interação entre macrófagos de C57/BL6 e células escleróticas (76,4%) 

cerca de três vezes maior que na interação com BALB/c (24%). Além disso, na 

interação de macrófagos de C57/BL6 com células escleróticas, também houve um 

aumento expressivo (p< 0.05) na porcentagem de células infectadas no período de 1 

a 3 horas (de 47,9% para 76,4%), o que não foi visto na interação entre macrófagos 

de BALB/c com células escleróticas. 

Quando se compara a interação de macrófagos peritoneais, de BALB/c ou 

C57/BL6, com conídios (Gráfico 04), observa-se diferença significativa (p< 0.05) 
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entre as duas interações nos tempos de 48 e 72 horas, sendo o índice de infecção 

maior na interação de macrófagos de C57/BL6 com conídios em ambos os tempos.  

 

Gráfico 03: Índice de Infecção em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c ou 

C57/BL6 co-cultivados com células escleróticas de F. pedrosoi. Na interação entre macrófagos 

de C57/BL6 e células escleróticas, o índice de infecção foi cerca de três vezes maior que na interação 

com BALB/c, e apresentou um crescimento significativo no período de 1 a 3 horas. (*p< 0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 04: Índice de infecção em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c ou 

C57/BL6 co-cultivados com conídios de F. pedrosoi. Nos tempos de 48 e 72 horas, o índice de 

infecção foi maior na interação de macrófagos de camundongos C57/BL6 com conídios (*p< 0.05). 
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4.3. NÚMERO DE FUNGOS POR MACRÓFAGO INFECTADO (ÍNDICE DE 

FAGOCITOSE) 

Neste parâmetro quantificou-se o número médio de fungos dentro dos 

macrófagos, contabilizando-se um mínimo de 100 células infectadas por lamínula. 

Verificou-se, na interação com BALB/c, que a média do número de fungos por 

macrófago foi superior (p<0.05) para os conídios quando comparado às células 

escleróticas em todos os tempos estudados (Gráfico 05). O índice de fagocitose 

também apresentou um crescimento significativo no período até 3 horas, alcançando 

3,7 unidades formadoras de colônias (UFC) por célula para conídios contra 2,3 

UFC/célula para células escleróticas. Nas horas seguintes, esse índice se estabilizou 

chegando até 3,5 e 2,2 UFC/célula no período de 72h em interação com conídios e 

células escleróticas, respectivamente. O perfil do aumento e estabilização do índice 

de fagocitose também foi similar em ambas as interações.  

No co-cultivo de macrófagos peritoneais de camundongos C57/BL6 com 

conídios ou células escleróticas de F. pedrosoi, constatou-se que não houve 

diferenças estatisticamente significativas quanto ao número médio de fungos 

fagocitados por macrófagos nos diferentes tempos avaliados (Gráfico 06). 

A comparação entre a interação de conídios com macrófagos de BALB/c 

e C57/BL6, revelou que não houve diferença significativa, quanto ao índice de 

fagocitose, entre as duas interações nos tempos analisados (Gráfico 07). O mesmo 

foi visto na comparação entre a interação de células escleróticas e macrófagos de 

BALB/c e C57/BL6 (Gráfico 08). 
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Gráfico 05: Índice de fagocitose em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c co-

cultivados com conídios ou células escleróticas de F. pedrosoi. Observou-se que o índice de 

fagocitose foi superior na interação com conídios em relação à interação com células escleróticas em 

todos os tempos estudados. (*p< 0.05) 

 

 

 

 

Gráfico 06: Índice de fagocitose em macrófagos peritoneais de camundongos C57/BL6 co-

cultivados com conídios ou células escleróticas de F. pedrosoi. Verificou-se que não houve 

diferenças estatisticamente significativas entre os índices de fagocitose das duas interações nos 

diferentes tempos avaliados. 
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Gráfico 07: Índice de fagocitose em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c ou 

C57/BL6 co-cultivados com conídios de F. pedrosoi. Não houve diferença significativa, quanto ao 

índice de fagocitose, entre as duas interações nos tempos analisados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 08: Índice de fagocitose em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c ou 

C57/BL6 co-cultivados com células escleróticas de F. pedrosoi. Não houve diferença 

significativa, quanto ao índice de fagocitose, entre as duas interações nos tempos analisados. 
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4.4. ÍNDICE DE FUSÃO CELULAR 

Ao avaliar-se o índice de fusão, em macrófagos isolados de camundongos 

BALB/c (Gráfico 09), verificou-se que houve maior fusão celular na interação de 

células escleróticas com macrófagos do que na interação de conídios com 

macrófagos, sendo estatisticamente significante apenas nos tempos de 1 e 72 horas 

(p<0.05). Pôde-se observar também, em ambas as interações, que houve um 

crescimento significativo da fusão celular no período de 1 até 24 horas. Após esse 

tempo ocorreu uma tendência a estabilização, mas no período de 48 a 72 horas o 

índice voltou a crescer, atingindo 67,7% com células escleróticas e 33,8% com 

conídios. Não houve diferença significativa entre a interação de macrófagos de 

C57/BL6 com conídios comparada à interação com células escleróticas (Gráfico 10) . 

Analisando-se a interação com conídios nos dois tipos de camundongos, 

observou-se que não houve diferença entre ambos, quanto à fusão celular (Gráfico 

11). No entanto, nas duas interações houve aumento significativo do índice de fusão 

celular no período de 1 a 24 horas (p< 0.05).  

Na comparação entre as interações com esclerótica (Gráfico 12), notou-se 

diferença estatística entre BALB/c e C57/BL6 nos tempos de 1 e 24 horas, onde a 

fusão foi maior na interação com BALB/c em relação à interação com C57/BL6 (p< 

0.05). Entretanto, no período de 24 a 72 horas, apenas a interação de células 

escleróticas com macrófagos de BALB/c apresentou um crescimento expressivo, 

passando de 49,4% para 67,7% (p<0.05). 
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Gráfico 09: Índice de fusão celular em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c co-

cultivados com conídios ou células escleróticas de F. pedrosoi. Observou-se, nos tempos de 1 e 

72 horas, que a fusão celular foi significativamente maior na interação de células escleróticas com 

macrófagos do que na interação de conídios com macrófagos. Em ambas as interações, houve um 

aumento significativo do índice de fusão no período de 1 a 24 horas. (*p< 0.05)  

 

 

Gráfico 10: Índice de fusão celular em macrófagos peritoneais de camundongos C57/BL6 co-

cultivados com conídios ou células escleróticas de F. pedrosoi. Não houve diferença significativa 

entre o índice de fusão na interação de macrófagos de C57/BL6 com conídios, comparada à 

interação com células escleróticas. 
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Gráfico 11: Índice de fusão celular em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c ou 

C57/BL6 co-cultivados com conídios de F. pedrosoi. Não houve diferença entre as duas 

interações, quanto à fusão celular. No entanto, houve aumento significativo do índice de fusão celular 

no período de 1 a 24 horas em ambas as interações. (*p< 0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 12: Índice de fusão celular em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c ou 

C57/BL6 co-cultivados com células escleróticas de F. pedrosoi. Observou-se que a fusão foi 

significativamente maior na interação com BALB/c em relação à interação com C57/BL6, nos tempos 

de 1 e 24 horas. Entretanto, neste mesmo período, apenas a interação de células escleróticas com 

macrófagos de BALB/c apresentou um crescimento significativo (*p< 0.05). 

Determinação do índice de fusão celular

0

20

40

60

80

100

0 1 3 24 48 72

Horas

Ín
d

ic
e 

d
e 

fu
sã

o
 (

%
)

Macrófagos

 Balb Mac x Esc

C57 Mac x Esc

* 

* 

* 

0

20

40

60

80

100

0 1 3 24 48 72

Ín
d

ic
e 

d
e 

fu
sã

o
 (%

)

Horas

Determinação do índice de fusão celular

Macrófagos

 Balb Mac x Con

C57 Mac x Con

* 



 

55 

 

4.5. ANÁLISE DE CITOCINAS ATRAVÉS DE ELISA 

Após os tempos de interação (1, 3, 24, 48 e 72 horas), mediu-se a 

produção das citocinas TNF-α e IL-10 no sobrenadante das culturas.  

Como mostrado no Gráfico 13, a quantidade de TNF-α detectada na 

interação de conídios com macrófagos de BALB/c é significativamente maior que a 

detectada na cultura de macrófagos (Controle), nos período de 3 a 72 horas 

(p<0.05). Já na interação de células escleróticas com macrófagos de BALB/c, a 

quantidade de TNF-α mostra-se expressivamente maior que a do controle nos 

tempos de 1 e 3 horas (p< 0.05). 

Analisando-se a interação de macrófagos de C57/BL6 com conídios 

(Gráfico 14), observou-se que a produção de TNF-α é maior que a do controle nos 

tempos de 1 e 72 horas (p< 0.05). Isso é o inverso do que ocorreu na interação de 

conídios com macrófagos de BALB/c, mostrando que há um padrão de resposta 

diferente para cada tipo de camundongo em contato com o mesmo agente. A 

interação de macrófagos de C57/BL6 com células escleróticas revelou significativas 

diferenças em relação ao controle quanto à produção de TNF-α, tendo sido superior 

no período de 1 a 48 horas (p< 0.05) (Gráfico 15). 

A produção de IL-10 mostrou-se maior no controle que na interação de 

macrófagos de BALB/c com conídios após 1 e 3 horas de interação; e maior que na 

interação de células escleróticas no tempo de 1 horas. Depois de 72 horas de 

interação, a produção de IL-10 torna-se superior na interação com esclerótica em 

relação ao controle (Gráfico 16). 

Comparando-se os níveis de IL-10 da interação entre macrófagos de 

C57/BL6 e conídios ao controle (Gráfico 17), observou-se que a quantidade de IL-10 

produzida pelo controle foi maior que a produzida na interação no tempo de 3 horas 

(p< 0.05). Entretanto, após 48 horas, os níveis de IL-10 são maiores para os 

macrófagos da interação com conídios, comparado ao controle (p<0.05). Quando se 

compara o controle aos macrófagos infectados com células escleróticas, percebe-se 

que a única diferença significativa entre eles ocorre na terceira hora de interação, 

onde os níveis de IL-10 produzidos pelo controle são maiores que os produzidos na 

cultura de macrófagos com células escleróticas (Figura 33). 
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Gráfico 13: Produção de TNF-α por macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c isolados 

ou co-cultivados com conídios ou células escleróticas de F. pedrosoi. A quantidade de TNF-α 

detectada na interação de conídios com macrófagos de BALB/c é significativamente maior que a 

detectada na cultura de macrófagos (controle), nos período de 3 a 72 horas (*p< 0.05). Já na 

interação de células escleróticas com BALB/c, a quantidade de TNF-α mostra-se expressivamente 

maior que a do controle nos tempos de 1 e 3 horas (#p< 0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 14: Produção de TNF-α por macrófagos peritoneais de camundongos C57/BL6 

isoladamente ou em co-cultivo com conídios de F. pedrosoi. Observou-se que a produção de 

TNF-α na interação de macrófagos de C57/BL6 com conídios é maior que a do controle nos tempos 

de 1 e 72 horas (*p< 0.05). 
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Gráfico 15: Produção de TNF-α por macrófagos peritoneais de camundongos C57/BL6 

isoladamente ou em co-cultivo com conídios ou células escleróticas de F. pedrosoi. Observou-

se que na interação de macrófagos de C57/BL6 com células escleróticas a produção de TNF- α foi 

superior a do controle no período de 1 a 48 horas. (*p< 0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 16: Produção de IL-10 por macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c 

isoladamente ou em co-cultivo com conídios ou células escleróticas de F. pedrosoi. A produção 

de IL-10 mostrou-se maior no controle em relação à interação com conídios nos tempos de 1 e 3 

horas . Na interação de macrófagos de BALB/c com células escleróticas em relação ao controle, após 

72 horas de interação (*p< 0.05) Não houve diferença significativa entre a produção de IL-10 no 

controle e na interação com conídios. 
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Gráfico 17: Produção de IL-10 por macrófagos peritoneais de camundongos C57/BL6 

isoladamente ou em co-cultivo com conídios ou células escleróticas de F. pedrosoi. Observou-

se que após 48 horas, os níveis de IL-10 são maiores para os macrófagos da interação com conídios 

comparado ao controle (*p< 0.05). Quando se comparou o controle aos macrófagos infectados com 

células escleróticas, percebeu-se que não houve diferença significativa entre eles. 
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5. DISCUSSÃO 

O presente trabalho analisou a interação entre F. pedrosoi e macrófagos 

de camundongos peritoneais de BALB/c ou C57/BL6. Os resultados demonstram 

que houve fagocitose de conídios e células escleróticas de F. pedrosoi durante a 

primeira hora de interação. Estudos anteriores observaram que na interação de 

conídios ou células escleróticas com neutrófilos humanos, houve fagocitose 1h após 

a interação (ALVIANO et al., 2004).  

As células de Langerhans também fagocitam conídios após 3 horas de 

interação, mas não fagocitam células escleróticas, e ainda inibem a diferenciação 

dos fungos em hifas (SILVA et al., 2007). No entanto, as células de Langerhans 

usualmente fagocitam apenas um conídio, ou raramente dois, diferentemente dos 

macrófagos peritoneais, os quais conseguem internalizar cerca de 3 a 5 conídios, 

como visto neste trabalho. Outras células dendríticas também fagocitam diferentes 

espécies de fungos, mas diferentemente dos macrófagos, usam esta habilidade para 

capturar antígenos e apresentar às células T, iniciando a resposta imune (ROMANI 

et al., 2002). 

Rozental et al. (1994) demonstraram que macrófagos ativados 

fagocitaram conídios de F. pedrosoi após 1 hora de interação, mas não eram 

capazes de destruí-los e que após 24 horas de incubação as estruturas fúngicas 

estavam preservadas, e alterações morfológicas no fungo, como a transformação de 

conídios em hifas e sua proliferação, eram inibidas ou retardadas.  

Limongi et al. (1997) revelaram que os conídios de F. pedrosoi aderem e 

são fagocitados por células do ovário de hamster chinês depois de 2h de interação. 

Além disso, analisaram a influência de diferentes carboidratos de superfície na 

interação e observaram que resíduos de carboidratos expressos na superfície da 

célula hospedeira podem estar relacionados à adesão e internalização do fungo. A 

presença de resíduos de N-acetilglicosamina e N-acetilgalactosamina expostos na 

superfície das células influenciou o aumento do índice de endocitose, sugerindo que 

a exposição desses resíduos de açúcar facilitou a penetração do fungo no interior da 

célula alvo; enquanto a adição de manose no meio de interação inibiu intensamente 
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a adesão de F. pedrosoi às células (LIMONGI et al., 1997). Todos estes estudos 

estão de acordo com o rápido tempo de fagocitose de conídios e escleróticas de F. 

pedrosoi aqui encontrado, e talvez estes resíduos também influenciem a interação 

entre os macrófagos de C57/BL6 ou BALB/c e F. pedrosoi, analisada no presente 

estudo. 

Em todos os experimentos realizados não se observou a formação de 

hifas no interior dos macrófagos ou extracelularmente, mesmo no tempo de 72h, o 

que contraria o resultado de outros estudos, que demonstram a destruição dos 

macrófagos pelos fungos (FARBIARZ et al., 1990) e a diferenciação de conídios em 

hifas 24h após a interação (ROZENTAL et al., 1994). Apesar de não termos 

observado a multiplicação dos fungos, nem a formação de novas estruturas como 

hifas, a maioria das formas fúngicas fagocitadas estava com a estrutura preservada.  

Para analisar se estes fungos estavam viáveis ou não, cultivamos as lamínulas em 

ágar-Saboraud após o término do tempo das interações, e verificamos o crescimento 

dos fungos em todos os tempos, indicando que o macrófago isolado não é capaz de 

destruir o fungo, diferente do que ocorre na interação de F. pedrosoi com neutrófilos, 

quando os fungos são completamente destruídos (ROZENTAL et al., 1996).  

Não foram encontrados dados na literatura que avaliassem a interação de 

macrófagos de camundongos C57/BL6 com F. pedrosoi e os trabalhos analisando a 

resposta de macrófagos de BALB/c às células escleróticas são raros, tornando 

incompleta a correlação com os resultados aqui obtidos.  

A interação entre macrófagos de camundongos BALB/c e diferentes 

formas de F. pedrosoi (conídios ou células escleróticas) mostrou que os índices de 

fagocitose e infecção foram superiores para os conídios em relação às células 

escleróticas em todos os tempos, diferentemente do que é visto no índice de fusão, 

onde ocorre uma inversão, com as células escleróticas sendo superiores aos 

conídios na indução de células gigantes multinucleadas. A diferença quanto ao 

número de UFC fagocitadas talvez se explique pela diferença de tamanho entre 

conídios e células escleróticas, já que os conídios são menores que as células 

escleróticas e por isso poderiam ser fagocitados em maior quantidade. Já a 

diferença nos índices de infecção e fusão, pode indicar que as células escleróticas 
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são mais imunogênicas e conseguem despertar maior resposta por parte do 

macrófago. 

Na interação entre macrófagos de camundongo C57/BL6 e diferentes 

formas de F. pedrosoi (conídios ou células escleróticas), não se obtiveram 

diferenças quanto ao índice de fusão celular e fagocitose, sendo que o índice de 

infecção diferiu apenas no período de 24 horas após a interação. 

O número médio de células escleróticas fagocitadas por macrófagos, 

assim como o índice fusão celular, não diferiram entre as duas espécies de 

camundongos estudadas (C57/BL6 e BALB/c). O índice de infecção também foi 

praticamente o mesmo, mostrando diferença significativa apenas no tempo de 3 

horas de interação. Na interação com conídios, o padrão de resposta também foi 

semelhante em ambos os tipos de células, diferindo apenas quanto ao índice de 

infecção celular entre 48 e 72 horas de interação.  

Apesar dos índices de fagocitose, infecção e fusão celular indicarem 

respostas similares entre as duas espécies de camundongos, foram encontradas 

diferenças morfológicas importantes entre eles, como a presença de vacúolos 

aumentados na interação de conídios com macrófagos de C57/BL6, após 3 horas de 

interação, o que não foi observado nas outras interações. Esses dados talvez 

indiquem um padrão de resposta diferente para cada tipo camundongo em contato 

com o mesmo agente. Em estudos com leishmaniose, mostrou-se que as variações 

celulares entre a leishmaniose cutânea difusa (LCD) e leishmaniose cutânea 

localizada (LCL), ocorrem principalmente quanto ao número de vesículas 

citoplasmáticas, vacúolos parasitóforos e números de amastigotas por vacúolo 

parasitóforo, sendo que nas lesões da LCD há a presença de macrófagos com 

citoplasma translúcido, grande número de vacúolos parasitóforos e alto número de 

amastigotas por vacúolo (SCHURR et al., 1987). Já neste estudo, verificou-se a 

formação de um vacúolo de macrófagos de camundongos C57/BL6 para cada 

conídio, sem a formação de brotamentos ou qualquer diferenciação a partir destes 

conídios, indicando que – diferente das leishmanias, que se multiplicam no interior 

dos vacúolos – formas fúngicas de F. pedrosoi são inibidas dentro destes vacúolos. 
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 Outra diferença encontrada foi o desprendimento dos macrófagos da 

lamínula, na interação de células escleróticas com macrófagos de C57/BL6, nos 

tempos superiores a 24 horas. Não se sabe a razão pela qual isso aconteceu. Talvez 

os macrófagos tenham entrado em apoptose, já que esse desprendimento não 

ocorreu na cultura de macrófagos controle, nem na interação com conídios e em 

nenhuma das interações com macrófagos de BALB/c. Outra causa para esse 

desprendimento, pode ser alta quantidade de TNF-α secretada pelos macrófagos, no 

tempo de 24 horas; já que estudos demonstram que macrófagos provocam o 

desprendimento e a lise de “osteoblastos-like” por secreção de TNF-α (EVANS & 

JONES, 1998). Mais estudos são necessários para explicar melhor este processo. 

Franzen et al. (1999) observaram que as células escleróticas teciduais 

são muito mais pigmentadas que as formas em hifas e conídios e que o acúmulo de 

pigmentos sobre as camadas externas torna estas células muito mais resistentes ao 

sistema imune humano e à terapia com drogas antifúngicas.  

Alguns estudos indicam que a produção de melanina pode proteger os 

fungos contra destruição celular por macrófagos (REISSE & NICKERSON, 1974). 

Talvez, esse pigmento possa atuar adsorvendo radicais oxidativos, protegendo o 

fungo fagocitado contra os efeitos microbicidas dos macrófagos ativados 

(ROZENTAL et al., 1994). A incubação de macrófagos (ativados com LPS ou INF-γ) 

com melanina obtida de fungos inibe a produção de óxido nítrico e isso pode 

consistir em um mecanismo de evasão da resposta imune do hospedeiro por fungos 

melanizados (BOCCA et al., 2006). No entanto, os nossos resultados demonstraram 

que, aparentemente, a melanina não protegeu as células escleróticas e na interação 

estas células estimularam uma melhor resposta por parte dos macrófagos de 

BALB/c, o que pode indicar uma maior imunogenicidade destas formas em relação 

aos conídios. 

O processo de destruição do fungo por macrófagos nem sempre é 

eficiente. O fungo pode sobreviver e se multiplicar dentro de macrófagos não 

estimulados (FARBIARZ et al., 1990). Apesar dos macrófagos fagocitarem os 

fungos, que permanecem em vacúolos ligados à membrana, os mesmos são 

capazes de se proliferar no ambiente ácido dos vacúolos e na presença de enzimas 
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lizossomais. Essa observação indica que os macrófagos residentes têm pouco ou 

nenhum efeito citotóxico contra F. pedrosoi (ROZENTAL et al., 1990). 

Os resultados da análise da produção de citocinas nos sobrenadantes da 

cultura revelam que os macrófagos de um mesmo tipo de camundongo respondem 

diferentemente a formas distintas do fungo (conídios ou células escleróticas). A 

quantidade de TNF-α detectada na interação com macrófagos de BALB/c com 

conídios é superior a do controle nos tempos de 24 a 72 horas, enquanto que na 

interação com células escleróticas, é maior que a do controle no período de 1 a 3 

horas. Já na interação de conídios com C57/BL6 a quantidade de TNF- α detectada 

é superior a do controle no período de 1 e 72 horas, enquanto que na interação com 

células escleróticas, é maior que a do controle no período de 1 a 48 horas. 

Os níveis de IL-10 na interação de células escleróticas com macrófagos 

de BALB/c são superiores aos do grupo controle somente no tempo de 72 horas, 

enquanto que na interação com conídios não se verifica diferença em relação ao 

controle. Analisando a interação com macrófagos de C57/BL6, observou-se que os 

níveis IL-10 são maiores que o do grupo controle na interação com conídios somente 

no tempo de 48 horas; enquanto na interação com células escleróticas, não existiu 

diferença em relação ao controle. 

Confrontando os resultados da análise de citocinas observou-se que, em 

todas as interações, quando os níveis de IL-10 estavam elevados, os níveis de TNF-

α estavam diminuídos. Esses dados concordam com a idéia de que a IL-10 medeia a 

inibição de citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α, que participa da indução e 

manutenção da proteção a granulomas em diversas etapas (CHANTEUX et al., 

2007; WALLIS & EHLERS, 2005). Além disso, foi observado aumento da produção 

de IL-10 e diminuição de TNF- α por células mononucleares do sangue periférico 

tratadas com imunocomplexos na reação do granuloma in vitro (REZENDE  et al., 

1997). 

 O efeito inibitório da IL-10 sobre a produção de TNF é crucial para a 

atividade antiinflamatória, por que essa citocina tem atividade sinergística sobre 

processos inflamatórios e amplifica essa resposta por induzir mediadores 
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secundários tais como quimiocinas, prostaglandinas e fator ativador de plaquetas 

(MOORE et al., 2001). Altos níveis de IL-10 também estão relacionados à depressão 

da resposta imune e manifestação da forma grave da cromoblastomicose (GIMENES 

et al., 2005). Além disso, a inibição da atividade do TNF-α também indica um 

aumento na atividade apoptótica no interior do granuloma (MOHAN et al., 2001). 

A composição celular do granuloma na cromoblastomicose, descrita por 

Esterre et al. (1993), revelou a presença de células gigantes do tipo Langhans e um 

infiltrado celular composto em sua maioria por neutrófilos polimorfonucleares, 

macrófagos e histiócitos. Alguns macrófagos foram marcados com anticorpo anti-

TNF-α, indicando que esta citocina está presente na reação granulomatosa da 

cromoblastomicose (ESTERRE et al., 1993). Estes dados corroboram com o 

presente estudo, onde se verificou a presença de TNF-α em todas as interações e a 

formação de células gigantes do tipo Langhans na interação com células 

escleróticas. Estudos demonstram que o TNF-α é necessário para o controle in vivo 

da tuberculose em camundongos, com efeitos na ativação de macrófagos e 

formação de granulomas (FLYNN et al., 1995; ALGOOD et al., 2004). Experimentos 

in vitro demonstraram que a infecção de macrófagos por Mycobacterium tuberculosis 

resulta na expressão de TNF-α, sendo que o pico desta citocina ocorre até 4 horas 

após a infecção e a expressão de mRNA é bastante reduzida depois de 24h de 

interação (ALGOOD et al., 2005).  

A formação de células gigantes multinucleadas é um evento complexo 

que envolve diversos receptores de membrana responsáveis pelo reconhecimento, 

adesão e ativação do processo de fusão celular (MIZUNO et al., 2004). Com relação 

à formação de células gigantes na interação entre F. pedrosoi e macrófagos, os 

dados são inexistentes. Os resultados obtidos neste estudo revelaram que há uma 

grande indução da fusão celular na interação de macrófagos com células 

escleróticas, o que pode sugerir diversas hipóteses, entre as quais a indicação de 

uma maior patogenicidade das células escleróticas em relação aos conídios. 
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6. CONCLUSÕES 

• A resposta de macrófagos de camundongos BALB/c é diferente para conídios 

e células escleróticas: 

-  Os índices de infecção e de fagocitose foram maiores para conídios em 

relação às células escleróticas em todos os tempos, diferentemente do que 

é visto no índice de fusão, onde ocorre uma inversão, com as células 

escleróticas sendo superiores aos conídios na indução de células gigantes 

multinucleadas. 

-  Enquanto a interação com conídios estimulou a formação de células 

gigantes do tipo corpo estranho, a interação com células escleróticas 

originou a formação de células gigantes do tipo Langhans. 

- A quantidade de TNF-α é maior na interação de conídios comparado ao 

controle, no período de 3 a 72 horas; e a quantidade de IL-10, no tempo de 

3 horas. Já na interação com células escleróticas, a quantidade de TNF-α é 

maior que a do controle nos tempos de 1 e 3 horas; e a quantidade de IL-

10, é maior após 72 horas de interação. 

• A resposta de macrófagos de camundongos C57/BL6 é diferente para 

conídios e células escleróticas: 

-  Na interação entre macrófagos de camundongo C57/BL6 e diferentes 

formas do F. pedrosoi (conídios ou células escleróticas), não se obtiveram 

diferenças quanto ao índice de fusão celular e fagocitose, sendo que o 

índice de infecção diferiu apenas no período de 24 horas após a interação. 

- Na interação com conídios observou-se a presença de vacúolos 

aumentados após 24 horas de interação; enquanto na interação com 

células escleróticas, os macrófagos se desprenderam da lamínula nos 

tempos posteriores a 24 horas.  

- A quantidade de TNF-α é maior na interação de conídios comparado ao 

controle, nos tempo de 1 e 72 horas; e a quantidade de IL-10, no tempo de 

48 horas. Já na interação com células escleróticas, apenas a quantidade 

de TNF-α diferiu do controle, sendo maior no período de 1 a 48 horas. 
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