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RESUMO

Candidiase refere-se a uma gama de infeccbes causadas por espécies do
género Candida, podendo ser agudas ou crénicas, localizadas ou sistémicas.
Candidiases disseminadas s&o ameacgadoras a vida. A grande maioria das
candidiases é causada por Candida albicans, que € um organismo comensal comum
na cavidade orofaringea, no trato gastrintestinal e na vagina humana, que pode
causar uma infecgdo oportunista quando ha disfuncdo da flora normal, quebra na
barreira mucocuténea ou na resposta imunolégica do hospedeiro.

Macréfagos sao células importantes na producédo da resposta imune inata do
hospedeiro frente a uma infecgéo fungica. Experimentalmente é possivel promover a
polarizagdo de macrofagos para os perfis M1 (inflamatério) e M2 (anti-inflamatério).
A polarizagdo de macréfagos é mensurada pela sua producéao de 6xido nitrico (NO)
e citocinas, importantes moduladores da sua atividade microbicida.

Este projeto tem como objetivo avaliar o efeito de Candida Albicans sobre a
polarizacdo de macréfagos. Com esta finalidade, foram utilizados camundongos que
foram submetidos aos experimentos. A polarizacdo ao perfil M1 foi induzida com
lipopolissacarideos (LPS) e interferon-gamma (IFN-y), ja ao perfil M2 foi com
interleucina-4 (IL-4) e interleucina-13 (IL-13). As duas preparacdes foi adicionada
Candida albicans. Macréfagos n&o estimulados também foram avaliados frente ao

fungo.

Candida albicans nao consegue por si s6 induzir a polarizacado de macro6fagos,
entretanto quando estes sao estimulados para os perfis M1 ou M2, ela consegue
limitar esta polarizagdo diminuindo a produc¢ao de NO e de citocinas.

Palavras-chave: Candida albicans; macréfagos; polarizacao



ABSTRACT

Candidiasis refers to the range of infections caused by species of the fungal

genus Candida; these infections can be acute or chronic, localized or systemic.
Disseminated candidiasis is life threatening. The great majority of candidiasis is
caused by Candida albicans. C.albicans is a common commensal organism in the
oropharyngeal cavity, gastrointestinal tract, and vagina of humans but is capable of
causing opportunistic infection following disruption of the normal flora, a breach of the

mucocutaneous barrier, or a defect in host cellular immunity.

Macrophages are important in producing the innate immune response of the
host to a fungal infection. Experimentally it is possible to promote the polarization of
macrophages to the profiles M1 (inflammatory) and M2 (anti-inflammatory).
Macrophage polarization is measured by its production of nitric oxide and cytokines,
important modulators of its microbicidal activity.

This project aims to evaluate the effect of Candida albicans on macrophage
polarization. For this purpose, mice that were submitted to the experiments were
used. The polarization to the M1 profile was induced with lipopolysaccharides (LPS)
and interferon-gamma (IFN-y), whereas the M2 profile was interleukin-4 (IL-4) and
interleukin-13 (IL-13). Candida albicans were added to the two preparations.
Unstimulated macrophages were also oriented against the fungus.

Candida albicans can not by itself induce macrophage polarization, however
when these are stimulated for the M1 or M2 profiles, it is able to limit this polarization
by decreasing NO and cytokine production

Key-words: Candida albicans; macrophages; polarization.
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1 INTRODUCAO

1.1 Candidiase e Candida albicans

Candidiase refere-se a uma gama de infecgées causadas por espécies do
género Candida, podendo ser agudas ou crbnicas, localizadas ou sistémicas.
Candidiases disseminadas sdao ameacadoras a vida. A grande maioria das
candidiases é causada por Candida albicans, que € um organismo comensal comum
na cavidade orofaringea, no trato gastrointestinal e na vagina humana (NAGLIK,
CHALLACOMB, HUBE, 2003).

As diversas espécies de Candida compreendem a segunda causa mais
comum de infec¢ao fungica no mundo, produzindo as vezes uma infecc¢ao sistémica
potencialmente fatal, cuja mortalidade relatada supera 80% dos casos (WHIBLEY;
GAFFEN, 2015) Varias destas espécies tém sido descritas, sendo que do total,
apenas cinco sao responsaveis por 92% dos casos de candidemia (C. albicans, C.
tropicalis, C. glabrata, Candida parapsilosis € Candida krusei). Candida depreende a
principal causa de infecgdo fungica invasiva e sua incidéncia supera a de

aspergilose e mucormicose (GUINEA, 2014).

A parede celular é o primeiro ponto de contato entre Candida albicans e o
sistema imune inato do hospedeiro. Esta camada é composta por hidratos de
carbono e proteinas da parede celular (CWPs). Os Padrdes Moleculares Associados
ao Patégeno (PAMPs) constituem um importante alvo imunoldgico presente na
parede celular do fungo, tendo papel significativo na ativacdo e modulagdo da
resposta imune (GOW, VEERDONK, BROWN, NETEA, 2012). A parede celular ndo
é uma estrutura estatica, mas uma estrutura dindmica que permite expansao e
divisdo celular, além de morfogénese. As condi¢des do sistema imune do hospedeiro
e 0s sinais enviados pela microbiota local sdo potentes reguladores da morfogénese
fangica (HALL, 2015).



O inicio de uma resposta anti-Candida se d4 com o reconhecimento dos
PAMPs pelos receptores de reconhecimento de padrdes ligados a membrana
(PRRs). Com a morfogénese fungica, estes padrées moleculares associados ao
patbgeno podem ter sua apresentacdo ou estrutura modificados, o que
potencialmente impacta no reconhecimento do sistema imune inato (HALL, 2015)

Com a desregulacao da flora normal, da quebra da barreira mucocutéanea ou
de um defeito na imunidade celular do hospedeiro, Candida albicans é capaz de
causar uma infeccado oportunista grave com altas taxas de mortalidade e custos
hospitalares elevados. Desta maneira, as candidiases tornam-se um desafio

extremamente importante para a pratica médica e saude publica.

1.2. Resposta imune a Candida

As populacbes celulares mais importantes envolvidas na fagocitose e,
consequentemente, na morte, de fungos patogénicos, sdao neutrofilos e macréfagos.
A relevancia de macréfagos para as respostas anti-Candida € demonstrada por
estudos in vivo em que a deplecao de macréfagos em camundongos, os tornam

mais susceptiveis a infeccao sistémica por Candida (CHENG et al., 2012).

A morte de Candida por neutréfilos ocorre por acdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), que eliminam micrébios fagocitados quando os granulos que os
contém se fundem com o fagossoma. Além das ROS, neutréfilos usam mecanismos
ndo oxidativos para eliminar Candida tais como fatores antimicrobianos como
lisoenzimas, lactoferrina, elastase, B-defensinas, gelatinases e catepsina G
(FUTOSI; FODOR; MOCSAI, 2013; MIRAMON et al., 2012).

As bactérias e fungos, em geral, e seus produtos sao potentes ativadores de
macréfagos, mas ao mesmo tempo, sdo eximios indutores de imunossupressao,

com alta capacidade de escape. Algumas bactérias e fungos, por exemplo, possuem
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diferentes mecanismos de evadir a resposta imune (SALAMA et al, 2013), o que
certamente influi no fato de infecgbes bacterianas e fungicas tem alta prevaléncia por
todo o mundo (POLK, PEEK, 2010).

Os constituintes da parede celular das espécies de Candida podem evocar
tanto a imunidade humoral quanto celular do hospedeiro durante o curso de uma
infeccdo, tais respostas imunolégicas podem ser tanto local como sistémica
(NAGLIK, CHALLACOMBE, HUBE, 2003). A resposta imune mediada por células é
extremamente importante para a defesa do hospedeiro contra este fungo, deste
modo € muito prevalente a infeccdo entre individuos cujo sistema imune celular
esteja prejudicado, embora o mecanismo exato de inducdo dessa resposta ainda
nao tenha sido elucidado. A interleucina (IL)-12 parece ter uma importante fungéo no
desenvolvimento de uma resposta Th1 para a Candida albicans no rato. A
deficiéncia de IL-12 em ratos aumentou a susceptibilidade para infeccao do trato

gastrointestinal e também para reinfeccdo (MENCACCI et al, 1998).

A funcdo do interferon-gama (IFN-y) parece ser mais complexa, visto que
ratos com deplecao desta citocina foram mais suscetiveis a infecgdo por Candida;
infecgdo experimental ou administragdo de IL-12 induziram uma resposta Th1 em
ratos associada a producédo de IFN-gama; a administracdo de IL-12 em ratos com
infeccdo sistémica resultou em doenca letal uniformemente, enquanto que a
administragdo conjunta de IFN-y foi protetora em 70% dos animais. Em contraste, a
deplecédo de IL-10 em ratos somente exibiu resisténcia para a infec¢do sistémica,
mas nao para a gastrointestinal (VAZQUEZ-TORRES et al 1999).

Neutréfilos podem contribuir para a defesa do hospedeiro contra a infeccéo
por Candida. Varios estudos mostraram o fator estimulador de colénias de
granulécitos (G-CSF) aumentou o dano mediado por neutréfilos as pseudohifas de
Candida albicans, possivelmente em associagdo com IFN-y. Um estudo encontrou

uma reducgéo do fluxo salivar, diminuicdo dos niveis de imunoglobulina secretéria
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(IgA) e atividade reduzida leucécitos polimorfonucleares salivares em pacientes com
candidiase oral comparados a pacientes saudaveis (UETA et al 2000).

A funcéo da resposta humoral na prevencéo da defesa do hospedeiro contra
a progressao da doenca durante uma infeccdo por Candida ndo esta clara e é
controversa (CASADEVALL et al, 1998). Contudo, o desenvolvimento recente de
anticorpos mono e policlonais mostraram um efeito protetor em ratos com
candidiase. Esses achados sugerem que o desenvolvimento de uma vacina, ou de
anticorpos protetores, em curto prazo, podem ser factiveis (GANTNER et al, 2003).

1.3 Macrofagos

No fim do século XIX, Metchnikoff ressaltou a importancia de um sistema
celular que ele denominou de sistema fagocitico. Este sistema era constituido por
dois tipos de células fagociticas: os macréfagos (células grandes) e os micréfagos
(células pequenas, atualmente denominadas de neutrdfilos ou fagécitos
polimorfonucleares). A partir dos estudos de patologia comparada, Metchnikoff
observou que os fagocitos eram encontrados praticamente em todos 0s organismos
vivos e postulou haver uma relacdo direta entre a capacidade fagocitica e digestiva
dos macrofagos e a resisténcia a infecgcbes (METCHNIKOFF, 1905).

Ja em 1969, Mackaness demonstrou que esta resisténcia requeria a
participacao de linfécitos, mais tarde denominados linfécitos T, que de alguma forma
induziam um espraiamento dos macrofagos, que passaram a ser denominados de
“ativados”. Na década de 70, a ativagdo dos macréfagos era considerada como o
aumento da capacidade microbicida e tumoricida (ALEXANDER e EVANS, 1971).

Os macréfagos sado extremamente plasticos, pois dependendo do
microambiente tecidual, sofrem alteracbes morfofuncionais e recebem diferentes
denominagdées. Num adulto, as principais populacbes de macréfagos sao
encontradas na lamina prépria do intestino delgado, figado (células de Kupffer),
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pulmdes (macréfagos alveolares ou intersticiais), baco, linfonodos, medula 6ssea e
no sistema nervoso (microglia). Também sao denominados de células de
Langerhans (pele), osteoclastos (0ssos) e histidcitos (tecido conjuntivo). Ainda séao
encontrados livres em glandulas mamarias, espagos alveolares e nas cavidades
pleural, peritoneal e sinovial. Além disso, macréfagos acumulados em sitios
inflamatérios crénicos podem diferenciar-se em células epitelidides ou fundir-se para

formar as células gigantes multinucleadas (GORDON et al., 1988).

A maioria dos macrofagos encontra-se em um estagio basal de atividade e
sao denominados macréfagos residentes. No entanto, macréfagos obtidos de sitios
inflamatoérios ou infecciosos apresentam alteracées morfofuncionais tipicas de um
estado ativado. A principal caracteristica deste estado € o aumento nas funcbes
fagocitica, microbicida e citotéxica ou tumoricida. A ativacdo dos macréfagos ocorre
em diversos estagios, e cada estagio possui caracteristicas proprias. Esta ativacao é
regulada por uma série de sinais extracelulares, e durante este processo as células
sofrem alterac6es morfoldgicas, bioquimicas e funcionais. Varias sdo as condi¢des
nas quais o macrofago torna-se ativado; entre as quais se incluem as infeccoes
causadas por Mycobacterium sp (DRATH, 1985) ou Trypanosoma cruzi (RUSSO,
STAROBINAS, 1991). A ativagdo de macréfagos pode também ser observada apds
a administracdo local ou sistémica de microrganismos mortos ou suas fragdes, tal
como lipopolissacarideos (LPS) (RABINOVITCH et al.,, 1977), a administracao
intraperitoneal de agentes irritantes, bem como pelas citocinas secretadas por
linfécitos ativados ou pelos proprios macrofagos (DING et al., 1988).

Macréfagos ativados classicamente em resposta a produtos microbianos,
como por exemplo, o LPS, ou IFN-y sdo denominados M1 e caracterizados pela alta
capacidade de apresentacao de antigenos; alta producao de citocinas inflamatoérias,
como por exemplo, IL-12 e IL-23 (PORTA et al., 2009; GORDON e TAYLOR, 2005)
e alta capacidade citotéxica via producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
oxido nitrico (NO) (MARTINEZ et al., 2006; KOMOHARA et al., 2008).

Indubitavelmente, a geragdo de anion radical superéxido (O2-¢) e outras espécies
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reativas de oxigénio (ROS) pela isoforma fagocitica da NADPH oxidase € essencial
a atividade antimicrobiana dos macréfagos M1.

No entanto, dados mais recentes tem proposto que a geracdo de ROS néo é
apenas determinante da capacidade antimicrobiana, mas também atuam como
importantes moduladores da funcédo destas células (TSE et al, 2010). Fontes tanto
exdégenas quanto enddgenas de ROS estdo envolvidas na determinacdo da
producgéo de citocinas por células T CD4+ (KWON et al, 2010). Da mesma forma, a
regulacao da atividade antioxidante modifica as respostas efetoras e proliferativas de
células T CD8+, reduzindo a funcéo citolitica e a producao de citocinas (SKLAVOS
et al, 2008).

A producao de NO, molécula importante nos processos de reparagao tecidual
e controle de infeccdes e tumores (HAFALLA et al, 2011; WEISSER et al, 2013),
também é, por sua vez, uma caracteristica intrinseca dos macréfagos M1 via
ativacao da iNOS, e pode ser controlada em parte por um grupo de enzimas que sao
descritas por serem importantes do curso de algumas infec¢des. Dentre elas, a
superoxido dismutase (SOD), que faz parte de um grupo de metaloenzimas com
funcéo de proteger as células aerdbicas da agdo do anion superdxido. Essa reacéo
de dismutagdo do anion superoxido da origem a outros compostos microbicidas
como peroxido de hidrogénio (SZETO, 2006).

Em contraste, macréfagos ativados alternativamente, M2, sdo promovidos por
diferentes sinais, IL-4, IL-10, IL-13, glicocorticéides, complexos de imunoglobulinas/
Ligantes de TLR, compartilhando um fenétipo caracterizado por uma alta expressao
de IL-6 e IL-10 (MANTOVANI et al., 2013; SICA et al., 2008; KOMOHARA et al.,
2008, PORTA et al., 2009), além de produzirem pequenas quantidades de citocinas
pro-inflamatérias e grandes quantidades de IL-10, também regulam positivamente a
producdo de arginase |. Desta forma, um dos pontos criticos que definem a
polarizacdo destas células é a forma como metabolizam a L-arginina. Macréfagos
M1 metabolizam a L-arginina pela iINOS para produzir NO, ao passo que macréfagos
M2 metabolizam a L-arginina pela arginase | (argl) para produzir L-ornitina, molécula
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precursora de putrescina, espermidina, espermina e L-prolina, envolvidas em

processo de reparacgao tissular e proliferacao celular (WEISSER et al, 2013).

1.4 Polarizacao de macréfagos

A polarizagdo de mondcitos/macréfagos vem sendo sugerida como um fator
determinante no prognéstico da sepse bacteriana e fungica. Células do tipo M1
possuem alto poder bactericida e fungicida, porém, sua ativacdo prolongada causa
efeitos deletérios; enquanto que células M2, estao relacionadas a fase de resolugéo
do processo inflamatério por promoverem imunossupressao (para revisao ver
MANTOVANI et al., 2002; 2013).

Experimentalmente é possivel induzir polarizacdo de mondcitos murinos e
humanos em macréfagos M1 e M2. Weber et al (2007), usando camundongos, € Mia
et al (2014), usando humanos, demonstraram que o estimulo de monécitos com IFN-
y € LPS induzem o perfil M1 e o estimulo com IL-4/IL-10/TGF-B induzem o perfil M2.
Entretanto, a participacdo destes tipos funcionais de macréfagos nas doencas

infecciosas e tumores ainda carecem de maiores estudos.

Sabe-se que a resposta imune mediada pelos macréfagos tem uma
importancia na resisténcia & infecgdo bacteriana e fungica (QUIDING-JARBRINK et
al, 2010; WILSON, CRABTREE, 2007), pois, como ja ha bastante tempo tem sido
descrito, um dos mecanismos primordiais para o controle dos patégenos € a
producéo de altos niveis de éxido nitrico pela enzima iINOS do macréfago (GOBERT
et al., 2002).

De fato, em 2004, Metha et al. demonstraram pela primeira vez, a existéncia
de uma correlacdo entre mondcitos M1 e mortalidade em babuinos, sendo que
animais apresentando um perfil misto M1/M2, eram tolerantes ao choque endotoxico;
enquanto que aqueles apresentando somente mondcitos do tipo M1 eram
susceptiveis a morte. Mais tarde, observou-se que pacientes com sepse severa

apresentavam altas concentragdes plasmaticas de citocinas produzidas por
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macréfagos M1 (BOZZA et a., 2007). Por outro lado, o aumento de células M2 nem
sempre € benéfico na sepse, uma vez que pode favorecer o aparecimento de
infeccbes secundarias, e também de recorréncia de uma infeccdo primaria nao
resolvida (OPAL et al., 2010). A polarizagdo de mondcitos/macréfagos na sepse é
mediada por diferentes fatores como a ativacdo de TLRs e a producao de citocinas
(IFNy, IL-4 e IL-13) (para revisao ver Mantovani et al., 2002; 2013). Ainda, dados
recentes tém sugerido que a fagocitose de células apoptoéticas (i.e.; neutréfilos) por
mondocitos/macréfagos na sepse, favorece o shift de M1 para M2 (KORNS et al.,
2011; von KNETHEN et al., 2013). Esta alteracao no perfil destas células é um
evento importante para a subsequente reposicao de células M2, por macréfagos
reguladores (GR1+CD11b+), os quais promovem supressdo de linfécitos Thi
(FULLERTON et al.,, 2013). No entanto, a contribuicdo destas células para o
prognéstico da sepse ainda é um tema controverso, uma vez que depende da fase a
qual a sepse é investigada (fase inicial ou tardia) e das metodologias abordadas
para em seu estudo.

Sendo assim, estudar o efeito polarizador de Candida Albicans e investigar o
efeito desta polarizagdo sobre o desenvolvimento de infec¢gées pode fornecer novos

alvos para intervengdes terapéuticas e assim, melhorar o prognéstico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
e Avaliar o efeito de Candida Albicans sobre a polarizagao de macroéfagos

2.2 Objetivos especificos
e Investigar se Candida albicans induz por si sé a polarizacdo dos macro6fagos.
e Investigar a capacidade de Candida Albicans em interferir a polarizagdo de
macréfagos para M1 ou M2.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Candida albicans

A cultura de Candida albicans foi mantida em meio liquido de cultura YPD
(Isofar), em estufa a 37°C. Para determinar o nimero total de blastoconideos, ap6s
24 horas de cultura, 90 uL de suspenséao da cultura, foram adicionados a 10 pL de
cristal violeta. As cepas serdo contadas em camara de Neubauer, com auxilio de

microscépio optico de luz comum.

3.2 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BI/6 oriundos do Biotério
Central da Universidade Federal do Maranhdo. Devida atencdo foi dada aos
aspectos éticos da pesquisa. O estudo fez parte do projeto maior “Avaliagdo do
efeito da polarizacdo de macréfagos por agentes infecciosos, tumores e
imunomoduladores naturais sobre a susceptibilidade de hospedeiros em diferentes
modelos experimentais” que foi aprovado junto ao Conselho de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFMA (parecer numero n® 23115.003819/2016-1 (em anexo). O
namero de animais a serem utilizados se restringiu ao minimo necessario para os

ensaios pré-clinicos.

3.3 Obtencao, cultura e polarizacdo dos macréfagos peritoneais

Para os ensaios, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e
5 mL de Solucao Tamponada com fosfato (PBS) gelado foram injetados na cavidade
peritoneal e em seguida coletados e contados. As células peritoneais (2x10°
células/mL) foram cultivadas a 37°C em atmosfera umida com 5% CO, em meio
RPMI completo suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab) por duas
horas para aderéncia das células. Apds este tempo, as nao aderentes foram
recolhidas e as aderentes (macréfagos) foram contadas e cultivadas em meio RPMI

suplementado conforme descrito abaixo:
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- Perfil MO, os macréfagos foram cultivados apenas em meio.

- Perfl M1 - os macréfagos foram cultivados em presenga de
Lipopolissacarideo (LPS) (2000ng/mL) + interferon-gamma  (IFN-y)
(100ng/mL) durante 24 horas.

- Perfil M2 - os macrofagos foram cultivados em presenca de interleucina-4 (IL-
4) (400ng/mL) + interleucina 13 (IL-13) (200ng/mL) durante 24 horas.
Concomitantemente foi acrescentado Candida albicans nas culturas, em uma

razdo de 10:1. Apds 24 horas, o sobrenadante foi coletado para realizagdo das

andlises de citocinas e nitrito para avaliagao da polarizagdo dos macrofagos.

3.4 Determinacao da concentracao de citocinas por CBA

A quantificagdo das citocinas Fator de Necrose Tumaral alfa TNF-a),
interleucin-6 (IL-6), interleucina-12 ((IL-12), Interleucina-10 (IL-10), interferon-gamma
(IFN-y) e proteina quimiotatica de monécitos (MCP-1) no sobrenadantes de cultura
de macréfagos foi feita por “Cytometric Bead Array” (BD Pharmingen), seguindo as

recomendagdes do fabricante (BD Pharmingen).

3.5 Determinacgao da producéo de 6xido nitrico
A producéao de éxido nitrico foi determinada no sobrenadante de culturas de

macréfagos segundo descrito anteriormente por Ding et al (1988).

3.6 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com software GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software Inc.). Os dados foram analisados utilizando-se teste t de
Student e foram considerados significativos quando p<0,05. Os dados foram

expressos como média + desvio padrao.
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4 RESULTADOS

Como podemos observar na figura 1, C. albicans nao foi capaz por si sé de
polarizar o macrofago residente (M0). Entretanto, quando em adicionada a cultura
concomitantemente aos estimulos de polarizacao C. albicans teve a capacidade de
reduzir significativamente a producgéo de citocinas, tanto nos macréfagos polarizados

para M1 quanto nos polarizados para M2.
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Figura 1. Efeito de Candida albicans sobre a producdao de citocinas por macréfagos
polarizados ou nao. Macrofagos peritoneais de camundongos C57BI/6 foram cultivados em
presenca de IFN-y (10ng/mL) + LPS (200 ng/mL) (M1) ou IL-10 (40ng/mL) + IL-13 (20 ng/mL) (M2),
ou apenas em maio (M0). Metade dos pogos de cultura receberam concomitante Candida albicans na
razdo de 10:1. Apds 24 horas, os sobrenadantes foram colhidos para dosagem das citocinas IL-12
(A), MCP-1 (B) TNF-a (C), IFN-y (D), IL-10 (E) e IL-6 (F). As amostras foram realizadas em ftriplicata.
*p < 0,05 em comparacao aos macréfagos sem Candida.
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Quanto a producao de 6xido nitrico (NO), tivemos resultados semelhantes aos
das citocinas. Candida albicans nao foi capaz por si sé de induzir a produgao de NO
pelos macréfagos ndo ativados. Por outro lado, quando em contato com os
macrofagos polarizados, principalmente o M1, C. albicans teve a capacidade de

quase suprimir a producao de NO.
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Figura 2 Efeito de Candida albicans sobre a producao de oxido nitrico por macréfagos
polarizados ou nao.. Macrofagos peritoneais de camundongos C57BI/6 foram cultivados em
presenca de IFN-y (10ng/mL) + LPS (200 ng/mL) (M1) ou IL-10 (40ng/mL) + IL-13 (20 ng/mL) (M2),
ou apenas em maio (M0). Metade dos pocos de cultura receberam concomitante Candida albicans na
razdo de 10:1. Apos 24 horas, os sobrenadantes foram colhidos para dosagem de nitritos. As
amostras foram realizadas em triplicata. *p < 0,05 em comparacao aos macréfagos sem Candida.
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5 DISCUSSAO

Candida albicans em condigdes de imunocompeténcia do hospedeiro
consegue colonizar o corpo humano sem, necessariamente causar doencas,
constituindo uma relacdo de comensalidade com o homem. As candidiases sao
relevantes clinicamente principalmente dentro de um contexto de imunossupressao.
A magnitude da infeccdo pela C. albicans deve ser avaliada a partir da interagcao da

capacidade de defesa do hospedeiro e os mecanismos de patogenicidade do fungo.

O sistema imune humano compreende uma rede complexa de mecanismos
que a primeira vista se relacionam diametralmente. Entretanto, quando estudados a
fundo, consegue-se notar sua complementaridade e sinergismo em busca da
homeostase. O ajuste fino destes mecanismos € essencial para a resolu¢cao de um
quadro infeccioso sem causar prejuizos ao préprio organismo, no qual tanto uma
resposta inflamatéria exacerbada é deletéria e lesiva, quanto contar apenas com o
perfil anti-inflamatdrio pode aumentar a susceptibilidade ao agente infeccioso
(WHIBLEY; GAFFEN, 2015). Ao passo que um patégeno tenta quebrar essa
estabilidade da nossa imunidade, desenvolve-se uma resposta a essa agressao
regulada pelas diversas células de defesas com apoio de seus sinalizadores

moleculares para que brevemente se retorne a condicdo basal.

Em nosso estudo pusemos em foco os macréfagos, importantes células do
sistema imune inato, e sua capacidade microbicida a partir da geracao de O6xido
nitrico (NO) e do seu comportamento frente a Candida albicans quanto a polarizacao
aos perfis M1 (resposta imune inata) e M2 (fase de resolucdo da inflamacao).
Quando estimulados para o perfil M1 (LPS + IFN-y) e para o perfil M2 (IL-4 + IL-13)
concomitante a indugéo pela Candida albicans, houve uma redugado substancial da
producéo de 6xido nitrico e das citocinas (IL-6, IL-10, MCP-1, IL-12, TNF-a e IFN-y),
impedindo que sua polarizagdo acontecesse por completo. Entretanto, C. albicans,
por si sé, ndo foi capaz de induzir a polarizacdo para um dos perfis. Apesar de
ocorrer também com os macrofagos M2, esta deplecdo na producdo de NO e das
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citocinas é potencialmente maior no que se refere a atividade do macréfago M1, ja
que o ultimo € o grande maestro da resposta anti-Candida neste primeiro contato
com o fungo.

Estes resultados estdo de acordo com Gow et al (2017) que demonstraram
em seus estudos uma redugdo em 50% da sintese de éxido nitrico induzidos por
Candida albicans, desviando o consumo da L-arginina pela arginase-lI que teve um
aumento da sua atividade em 40%. Um fato interesse foi relatado em seu estudo:
houve reducao da producado de NO, apesar das concentracdes de iINOS terem sido
aumentadas frente C. albicans, entretanto este aumento foi proporcionalmente
menor do que da arginase-l. Em nosso projeto ndo mensuramos 0s niveis dessas
enzimas, razdo pela qual ndo podemos confirmar que este fenbmeno tenha se
repetido.

Na grande maioria das vezes, as alteragdes presentes na polarizacdo dos
macréfagos sdo resultantes de mudancas quantitativas na expressdo de varios
produtos génicos, que permitem ao macrofago ativado a realizacao de algumas
funcdes que nao poderiam ser realizadas pelos macréfagos residentes (para revisao
ver ADAMS e 4 HAMILTON, 1992). Macrofagos residentes e macréfagos ativados
sdo os dois estagios extremos no processo de estimulacdo destas células. De um
modo simplificado, pode-se dizer que os macréfagos teciduais residentes ndo geram
radicais livres e possuem uma baixa atividade microbicida; enquanto os macréfagos
ativados possuem alta atividade microbicida e tumoricida/citotoxica, secretam altas
concentragbes de reativos intermediarios do oxigénio (ROI), nitrogénio (RNI) e
citocinas (para revisdo ver van FURTH, 1992). Entretanto, cada vez mais 0s
macréfagos sdo reconhecidos como células heterogéneas, capazes de apresentar
respostas funcionais polarizadas em relacdo a um estimulo inflamatério (POLLARD
et al., 2004; TORROELLA-KOURI et al., 2009).

O éxido nitrico (NO) € um importante componente do sistema imune inato e
pode reagir com o superéxido em peroxinitrito, um efetivo agente antimicrobiano

citotéxico contra patdogenos extra e intracelulares. Durante uma infeccdo, os
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macréfagos ativados geram NO a partir de L-arginina utilizando-se da enzima iNOS.
A disponibilidade de L-arginina € um fator limitante para a producao desta molécula.
Entretanto, alguns microorganismos, dentre eles Candida albicans, fazem uso deste
substrato através da enzima arginase-l passando a competir pelo mesmo. Desta
maneira, a producado de NO tem uma reducao significativa e, com isso, a resposta
imunolégica do hospedeiro deprecia-se. (WAGENER, MACCALLUM, BROWN,
GOW, 2017).

Adicionalmente a producao de oOxido nitrico, a resposta imune inata durante
um processo inflamatério agudo é modulada a partir da liberacéo de citocinas pro-
inflamatérias como IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a. Os macrofagos ativados funcionam
como verdadeiras células apresentadoras de antigenos e potencializam a ativacéo
de linfécitos T desviando a produgéo de células T adaptativas para o perfil Th1
amplificando a resposta antifungica (CRUVINEL el al, 2010).

Na balanga de dois pratos onde o equilibrio representa a relagdo da Candida
albicans como comensal ao homem, uma desregulagdo do sistema imunolégico ou
uma alta capacidade de morfogénese do fungo podem levar a uma relagao
prejudicial ao ser humano. Neste estudo, a capacidade fungica em diminuir as
respostas microbicidas dos macroéfagos ativados (M1) representou uma vantagem do
agente infeccioso frente o hospedeiro. Em contrapartida, C. albicans ndo conseguiu
induzir a polarizagdo dos macréfagos residentes, esta seria a leitura 6bvia, o que nos
conduziria a pensar como uma desvantagem do fungo, mas sera que ele teria
mesmo a necessidade de induzir esta polarizagdo sem sentir que o ambiente é hostil
para si?

As infeccOes sistémicas graves por Candida sdo potencialmente fatais,
constituindo a principal infecgéo invasiva no mundo com altas taxas de mortalidade e
custos hospitalares (GUINEA, 2014). Sendo assim, € necessario que se promovam
estudos objetivando novos alvos terapéuticos. Diante da diminuicdo da capacidade
microbicida dos macréfagos ativados, a imunoterapia com macréfagos M1 poderia
contribuir para a resolucao da agressao fungica. Por outro lado, bloquear os meios
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do agressor de inducdo de supressao das respostas do hospedeiro, como o
consumo de L-arginina pela arginase-l, poderia diminuir a patogenicidade da
Candida albicans.

Em posse destas informacdes podemos nos questionar se este fungo é
realmente apenas “oportunista” ou se também contribui para este estado de
debilidade das nossas respostas, visto que revelamos sua influéncia direta na
diminuicdo da capacidade microbicida do macréfago ativado. Visualizar a Candida
albicans a partir deste prisma no qual ela deixa de ser um agravante em um paciente
imunocomprometido e passa a ser também um fator causal ativo deste
enfraquecimento do sistema imune pode ser o proximo passo a ser dado pelos
estudiosos do tema para que possamos diminuir os impactos que este agravo gera
na saude publica.
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6 CONCLUSOES

e (Candida albicans nao consegue induzir por si sbé a polarizacdo de
macréfagos.

e Candida albicans impede a polarizacdo completa dos macréfagos, tanto para
o perfill M1 quantopara o perfil M2, entretanto, seu efeito € mais intenso no
macrofago M1.
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ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS-CEUA
CIAEP:01.0341.2014

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacido do efeito da polarizacio de
macrofagos por agentes infecciosos, tumores e imunomoduladores naturais sobre a
susceptibilidade de hospedeiros em diferentes modelos experimentais™ registrada
como n® 23115.003819/2016-11, sob a responsabilidade de Flavia Raquel Fernandes do
Nascimento que envolve a produgio, manutengio ou utilizagdo de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n” 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢io Animal (CONCEA), e foi
considerado Aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA- UFMA) da
Universidade Federal do Maranhdo em reunido de 07/06/2016.

FINALIDADE ( JENSINO(X)PESQUISA ( ) EXTENSAO
| Vigéncia da autorizagdo 4 ANOS

Espécie/linhagem/raga Mus  musculus (camundongo) / Balb/c
C57Bl/6 e Swiss

N° de animais 600

Peso/ldade 20-30g / 3-4 meses

Sexo Machos / fémeas

Origem Biotério Central da UFMA
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Profa. Dra. Luci!ene Amorim Silva
Presidente da Comissdo de Etica no uso de animais-CEUA
UFMA
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