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RESUMO

As leveduras lipofilicas, Malassezia pahydermatis e Malassezia furfur, fazem parte do
microbioma cutaneo, vivendo em uma relacdo comensal com os hospedeiros; mas diante de
fatores predisponentes podem assumir comportamento patogénico e causar graves
infeccdes invasivas no homem, especialmente em neonatos prematuros submetidos a
administracdo de nutricdo parenteral suplementada com lipidios. Nas infecgBes, em
particular naquelas invasivas, pouco se sabe a respeito da resposta imunolédgica inata ou
adaptativa desencadeada pelas espécies de Malassezia. Sendo a fagocitose um importante
mecanismo da resposta imune foi objetivo deste trabalho padronizar modelo de fagocitose in
vitro por macréfagos da linhagem RAW 264.7 desafiados com M. furfur ou M.
pachydermatis, comparando-se o comportamento das duas espécies e avaliando-se a
producao de 6xido nitrico e citocinas durante o processo de fagocitose. Macréfagos murinos
da linhagem RAW 264.7 foram desafiados com cepas de M. furfur CBS-1878 e M.
pachydermatis CBS-1696, nas razbes de 5:1 e 2:1 (razdo leveduras:macréfagos) em
intervalos de leitura de 6h, 24h e 48h apds os desafios, determinando-se os indices
fagociticos. Realizou-se nos mesmos intervalos de tempo, a dosagem de 6xido nitrico por
método colorimétrico e de citocinas pro- e anti-inflamatérias (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A,
IFN-y e TNF-a) por citometria de fluxo. Os resultados mostraram maior indice fagocitico na
razdo de 5:1, tanto para M. pachydermatis quanto para M. furfur, no intervalo de 24 h. Foram
observadas diferencas entre as espécies, verificando-se indices fagociticos superiores
gquando os macrofagos foram desafiados com M. pachydermatis. Nas leituras de fagocitose
as 48h, houve evasdo das leveduras, detectando-se grande proliferacdo dos
microrganismos e morte de macrofagos, particularmente frente a M. pachydermatis. Houve
grandes varia¢des na producao de 6xido nitrico pelos macrofagos, nos diferentes intervalos
de tempo, frente as duas espécies e dentre as citocinas pesquisadas nos sobrenadantes
das culturas de macréfagos desafiados com M. pachydermatis e M. furfur, apenas foram
detectadas TNF-a e IL-4, em que macrofagos desafiados com M. furfur determinaram maior
producéo da citocina pro-inflamatoria TNF-a e com M. pachydermatis, aumento da producgéo
da citocina anti-inflamatéria IL-4. A ocorréncia de fagocitose de M. furfur e M. pachydermatis
por macréfagos in vitro e a presenca de citocinas pro- e anti-inflamatorias reforcam o carater
dindmico da relacdo destas leveduras com o hospedeiro.

Palavras-chave: Malassezia furfur. Malassezia pachydermatis. Fagocitose. Oxido
Nitrico. Citocina.



ABSTRACT

Malassezia pahydermatis and Malassezia furfur are lipophilic yeasts of the
cutaneous microbiome, living in an interface between pathogenic and commensal
organisms. These organisms are occasionally responsible for serious invasive
infections in humans, especially in preterm infants undergoing supplemental lipid
supplementation. In invasive infections, little is known about the innate or adaptive
immune response triggered by the Malassezia species. Since phagocytosis is an
important mechanism mediating the adaptive immune response, it is important to be
better clarified.. Our The aim of this research was to standardize phagocytosis model
in vitro by RAW 264.7 lineage murine macrophages challenged by M. furfur and M.
pachydermatis, comparing the behavior of the two species and oxide nitric and
cytokine production resulting from the phagocytic process. Murine macrophages
were challenged with CBS-1878 M. furfur and CBS-1696 M. pachydermatis in
concentrations of 5:1 and 2:1 (yeasts:macrophages ratio) M. furfur in reading
intervals of 6h, 24h and 48h following the challenges, to determine the phagocytic
indexes. Evaluation of oxide nitric and pro- and anti-inflammatory cytokines (IL-2, IL-
4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y and TNF-a) concentrations were performed in the same
intervals, respectively, by colorimetric method and flow cytometry. Results showed a
higher phagocytic index at a 5:1 concentration and 24h interval, both for M.
pachydermatis and M. furfur. Differences were observed between species: M.
pachydermatis-infected = macrophages had superior phagocytic indexes.
Phagocytosis evaluation at 48h, showed yeast evasion, significant microorganisms
proliferation and macrophage death, particularly by M. pachydermatis. Significant
variations in the macrophage oxide nitric production were observed at the different
time intervals in both species. Only TNF-a and IL-4 cytokines were detected in the
supernatant of M. pachydermatis and M. furfur macrophage-infected cultures. M.
furfur-inoculated macrophages presented increased TNF-a pro-inflammatory cytokine
production, while M. pachydermatis-inoculated macrophages had increased IL-4 anti-
inflammatory cytokine production. Macrophage phagocytosis of M. furfur and M.
pachydermatis in vitro and the presence of pro- and anti-inflammatory cytokines
reinforce the dynamic character of the relationship between these yeasts and the
host.

Keywords: Malassezia furfur. Malassezia pachydermatis. Phagocytosis. Oxide Nitric.
Cytokine.
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1 REVISAO DE LITERATURA

Malassezia pertence ao Reino Fungi, filo Basidiomycota, classe
Malasseziomycetes, ordem Malasseziales, familia Malasseziaceae, género
Malassezia (WANG et al., 2014). Em vista de anélises morfologicas e ultraestruturais
das colbnias e das células, bem como suas propriedades fisiologicas e estudos de
sequéncias de rRNA/DNA, mudancas taxondmicas ocorreram no género Malassezia
desde sua descoberta (GUEHO-KELLERMANN; BOEKHOUT; BEGEROW, 2010).

Em 1846, Eichestedt descreveu pela primeira vez este fungo associado a
pitiriase versicolor, sendo denominado em 1853 por Robin como Microsporum furfur,
e desde entdo, ocorreram diversas alteracdes na nomenclatura (EICHESTEDT,
1846, apud ASHBEE; EVANS, 2002; ROBIN, 1853, apud ASHBEE; EVANS, 2002),
sendo Pityrosporum a primeira taxonomia oficial reconhecida, com as espécies P.
ovale, P. orbiculare e P. pachydermatis (apud ASHBEE; EVANS, 2002).

Em 1977, a indugdo da produgéo in vitro de hifas, a partir de leveduras
oriundas de paciente acometido por pitiriase versicolor, permitiu a constatacao de
que as células arredondas e ovais produziam hifas, correspondendo a estagios
diferentes de um unico fungo (SALKIN; GORDON, 1977 apud ASHBEE; EVANS,
2002). Em 1990, Simmons e Guého classificaram a levedura em trés espécies,
Malassezia furfur, Malassezia sympodialis e Malassezia pachydermatis. Em 1996,
através de caracteristicas morfologicas, fisiolégicas e genéticas o género foi dividido
em sete espécies: M. furfur, M. pachydermatis, M. sympodialis, M. globosa, M.
obtusa, M. slooffiae e M. restricta (GUILLOT et al., 1996).

Sequenciamento genético e o estudo de diferentes genes, possibilitaram a
atual classificacdo taxonémica com 14 espécies: M. furfur (1889), M. pachydermatis
(1925), M. sympodialis (1990), M. globosa (1996), M. obtusa (1996), M. restricta
(1996), M. slooffiae (1996), M. dermatis (2002), M. japonica (2003), M. nana (2004),
M. yamatoensis (2004), M. caprae (2007), M. equina (2007) e M. cuniculi (2011)
(HAY; MIDGLEY, 2010; WANG et al., 2014). Recentemente, trés novas espécies
foram propostas, porém ainda ndo foram incluidas na taxonomia atual: Malassezia
brasiliensis sp. nov. e Malassezia psittaci sp. nov., isoladas de psitacideos
(CABANES et al., 2016) e Malassezia arunalokei sp. nov., isolada do homem
(HONNAVAR et al., 2016).
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Estes fungos crescem na presenca de oxigénio, podendo aderir-se a
superficies de diferentes materiais, inclusive ao plastico de cateteres, formando
biofilmes (CANIZZO et al., 2007; FIGUEIREDO et al., 2012; POWELL et al., 1984).

Algumas espécies podem se apresentar tanto na forma miceliana, quanto de
levedura (BOEKHOUT et al., 2010). Estruturalmente, possuem parede espessa,
comparada a outras leveduras (maior que 0,25 pum) e esta € multilamelar (ASHBEE;
EVANS, 2002; CHEN; HILL, 2005). Constitui 26-37% do volume celular e a camada
lipidica mais externa varia dependendo das fontes lipidicas disponiveis no meio.
Sugere-se que esta camada possa desenvolver papel no processo de adesdo as
células e bloquear receptores de macrofagos (MITTAG, 1995). Verificou-se que este
envoltério externo lipidico modulou a atividade fagocitica de macréfagos
mononucleares humanos in vitro, limitando a fagocitose e os estimulos para a
producdo de citocinas (KESAVAN; HOLLAND; INGHAM, 2000). Além disso,
produzem enzimas e metabdlitos, como o acido azelaico, o qual diminui a producao
de reativos de oxigénio pelos fagécitos (AKAMATSU et al., 1991).

De modo geral, estas leveduras podem ser encontradas na pele e mucosas
do homem e de uma grande variedade de animais homeotérmicos, fazendo parte de
seu microbioma (CABANES, 2014; VELEGRAKI et al., 2015). Temperatura, acidos
graxos e suor influenciam o crescimento de Malassezia sp (AKASA et al., 2012),
sendo isoladas entre 50% a 100% de individuos saudaveis (LEEMING; NOTMAN;
HOLLAND, 1989; NAKABAYASHI; SEI; GUILLOT; 2000), normalmente de areas
Umidas da pele, ricas em glandulas sebaceas e lipideos, tendo em vista sua
afinidade a esses compostos (GUEHO-KELLERMANN; BOEKHOUT; BEGEROW,
2010).

Estas leveduras séo lipofilicas e com exce¢do de M. pachydermatis, principal
espécie encontrada nos animais, todas sdo lipodependentes (GUEHO-
KELLERMANN; BOEKHOUT; BEGEROW, 2010). M. pachydermatis, M. nana, M.
caprae, M. equina e M. cuniculi sdo consideradas zoofilicas e as outras espécies sao
antropofilicas (CABANES, 2014; VELEGRAKI et al., 2015).

No homem, a colonizacdo da pele por leveduras do género Malassezia ocorre
a partir do nascimento, pelas espécies consideradas antropofilicas (ASHBEE et al.,
2002; BERNIER et al., 2002; CABANES, 2014; NAGATA et al.,, 2012;). Embora
vivam em comensalismo, podem tornar-se patogénicas, na dependéncia de fatores

predisponentes, como antibioticoterapia prolongada e corticoterapia sistémica
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(ASHBEE; EVANS, 2002; VELEGRAKI et al., 2015), causando, geralmente,
infecgbes superficiais, tais como dermatite seborreica, pitiriase versicolor, dermatite
atopica e foliculite (ASHBEE, 2007; ERCHIGA; HAY, 2010; TRAGIANNIDIS et al.,
2010a; VELEGRAKI et al., 2015).

A fisiopatologia destas desordens continua desconhecida em fungédo da
complexa interacdo da levedura com a pele. Sabe-se que na pele saudavel
Malassezia sp extrai 0s nutrientes necessarios ao seu crescimento sem causar
doenca, porém quando esta relacdo € alterada, ocorre uma modificacdo na
expressdo de enzimas envolvidas na aquisicdo de energia. A producédo de
proteases, lipases e fosfolipases (ASHBEE, 2007; CHEN; HILL, 2005; COUTINHO;
PAULA, 2000), assim como a sintese de diversos componentes bioativos, que
atuam via receptores aril-hidrocarbono, expressos em quase todos os tipos de
células encontradas na epiderme, estdo envolvidos na regulacdo da resposta
imunolégica (GAITANNIS et al., 2008; GAITANNIS et al., 2012; SUN et al., 2013; XU
et al., 2007).

Embora em menor porcentagem, quando comparadas as frequéncias de
infeccbes superficiais, M. pachydermatis e M. furfur sdo responsaveis por graves
infecgdes invasivas no homem (TRAGIANNIDIS et al., 2010Db).

Malassezia pachydermatis € uma levedura zoofilica, ndo lipodependente,
podendo ser cultivada em meios sem adicao de lipideos, como o0 agar Sabouraud
dextrose (GUEHO-KELLERMANN; BOEKHOUT; BEGEROW, 2010). E comensal em
pele e mucosas de animais, particularmente de cédes e gatos (BOND, GUILLOT,
CABANES, 2010). Embora n&o seja isolada habitualmente do microbioma humano,
pode estar presente nas superficies cutaneas de pessoas que mantenham animais
de estimacédo (CHANG et al., 1998).

Malassezia furfur € uma levedura lipodependente, que cresce em presenca de
concentracdes variadas de acidos graxos de cadeias longas, incluindo &cido oléico e
seus derivados, necessitando de adicdo de fontes lipidicas nos meios de cultura
para seu isolamento (GUEHO-KELLERMANN; BOEKHOUT; BEGEROW, 2010).
Embora seja microrganismo antropofilico, ja foi isolada de forma esporadica de
animais (BOND; GUILLOT; CABANES, 2010).

O primeiro caso de infeccdo sistémica causado por Malassezia foi descrito em
1979 em paciente com insuficiéncia renal crénica submetido a dialise peritoneal, que

apresentou peritonite e do qual se isolou P. ovale (M. furfur) do fluido de dialise
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(WALLACE et al., 1979 apud GAITANIS et al., 2012). Em 1981, relatou-se o primeiro
caso de infeccdo invasiva por M. pachydermatis em paciente diabético
insulinodependente, também submetido a didlise peritoneal (FINE et al., 1983).

As infeccbes invasivas necessitam de fatores predisponentes que
comprometam o sistema imunolégico do hospedeiro, como morbidades simultaneas,
doencas crbnicas e infecciosas, como diabetes mellitus e tuberculose,
respectivamente, deficiéncias vitaminicas, desnutricdo, corticoterapia prolongada e
emprego de antibacterianos de amplo espectro, dentre outros (ASHBEE; EVANS,
2002; CHEN; HILL, 2005; ZAITZ; RUIZ; SOUZA, 2000).

Na populacédo adulta, os casos de fungemia por Malassezia sdo raros; desta
forma, a sintomatologia da infeccdo ndo se encontra tdo bem definida como na
populacado infantil. Entretanto, sabe-se que a populacdo de risco inclui pacientes
trombocitopénicos, leucémicos e pacientes submetidos a transplante de medula
0ssea, ou seja, individuos imunocomprometidos (BROWN et al., 2012). Enquanto as
infeccbes invasivas em adultos ocorrem de forma esporadica, nas duas ultimas
décadas foram descritos inUmeros surtos de infeccdo nosocomial em unidades de
terapia intensiva neonatal causados por M. furfur e M. pachydermatis (CHANG et al.,
1998; DEVLIN, 2006; IATTA et al., 2013; POWELL et al., 1984; SCHLEMAN;
TULLIS; BLUM, 2000; WELBEL et al.,, 1994). Estes surtos apresentavam como
caracteristicas comuns, neonatos com extrema prematuridade (26/27 semanas de
idade gestacional), baixo peso ao nascimento (600/800 gramas), mudltiplas
comorbidades e infusdo de nutricdo parenteral com suplementacdo lipidica, por
cateter venoso central (CHANG et al.,, 1998; CHRYSSANTHOU; BROBERGER,
PETRINI, 2001; MORRISON; WEISDORF, 2000; DEVLIN, 2006; SURMONT et al.,
1989; WELBEL et al., 1994). Mesmo quando o cateter encontrava-se colonizado,
nenhum sinal de eritema, edema ou secrec¢éo purulenta foram verificados no sitio de
entrada do mesmo (MEYERS, 1990; PIZZO, 1990). Pneumonia intersticial e
trombocitopenia foram achados clinicos comuns e 0s sintomas mais frequentes nos
casos de infecgbes sistémicas foram febre acompanhada de disfuncdo respiratoria
(BARBER et al., 1993; MORRISON; WEISDORF, 2000).

O sistema imunolégico tem como principal funcdo prover protecdo ao
hospedeiro contra a invasao de microrganismos e a barreira fisica é a primeira linha
de defesa contra os invasores. Assim, qualquer microrganismo que ultrapasse esta

barreira ativara componentes e mecanismos do sistema imunologico inato (ABBAS,
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LICHTMAN; PILLAI, 2015). A condicéo de prematuridade dos neonatos, relatada nos
surtos citados, por si s6 € um fator de risco, em funcdo da imaturidade do
desenvolvimento do sistema imunolégico e das funcbes de barreira de pele e
mucosas dos tratos respiratorio e gastrointestinal (CARTLIDGE, 2000; ROGNUM et
al., 1992). Conquanto, a literatura seja escassa quanto a interacdo entre os fagécitos
e as malassezias, o estudo deste processo poderia auxiliar a compreender melhor a
ocorréncia destes surtos.

A fagocitose € um importante mecanismo da imunidade inata responsavel
pela remocdo de microrganismos, sendo fundamental na defesa dos diferentes
organismos vertebrados. Os macréfagos atuam no processo de fagocitose e na
destruicdo de material exdgeno, interligando as respostas imunes inata e adquirida
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Sdo considerados as principais células
fagocitarias, internalizando particulas mais rapidamente que os demais fagocitos e
atuando como células apresentadoras de antigenos via complexo maior de
histocompatibilidade (MHC-I e Il) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Uma vez ativados, os macrofagos sao a principal fonte de mediadores como
citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e Oxido nitrico (NO). Estes
mediadores celulares induzem tanto a ativacdo dos préprios macréfagos, como de
outras células para favorecer a destruicdo, degradacdo e/ou eliminacdo de
microrganismos invasores ou células alteradas por agentes infecciosos, senescéncia
ou cancer (STUART; EZEKOWITZ, 2005).

A susceptibilidade dos individuos as infeccfes fangicas se relaciona
diretamente a condicdo de neutropenia, reforcando o papel que os fagdcitos
representam na prevencdo destas doencas. No entanto, pouco se conhece sobre a
fagocitose de Malassezia spp. e quais as células responsaveis por esta funcdo
(AKAZA et al., 2012; SUZUKI et al., 1998).

Experimento realizado por Richardson e Shankland (1991) in vitro,
demonstrou que os neutréfilos fagocitam a levedura num processo dependente do
sistema complemento. Embora estes pesquisadores tenham concluido que a acéo
dos neutrofilos sobre Malassezia sp seja limitada, a interacdo das leveduras com as
células fagociticas possibilita a ampliacdo da resposta inflamatoria, estimulando o
recrutamento de novos fagécitos (ERWIG; GOW, 2016).

De forma semelhante, outros autores também mostraram possivel papel

imunorregulador da Malassezia em diferentes modelos experimentais.
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Camundongos previamente inoculados com a levedura, posteriormente desafiados
com suspensdo de Salmonella enterica serovar Typhimurium, apresentaram
aumento de resisténcia a infeccdo bacteriana, a qual foi associada a maior
guantidade de macrofagos e também ao aumento de sua atividade bactericida
(TAKAHASHI; USHIJIMA; OZAKI, 1984). Esta prote¢éo foi comparada a induzida por
Propionibacterium acnes, conhecido estimulador do sistema monocitico-fagocitario.
No mesmo modelo experimental, estes pesquisadores avaliaram a capacidade da
Malassezia sp na protecdo de camundongos desafiados com células tumorais. A
referida protegao foi evidenciada pela maior sobrevida dos animais e pelo aumento
na producdo de intermediérios reativos de oxigénio, que favoreceram a eliminagéo
das células tumorais nesse modelo animal (TAKAHASHI; USHIJIMA; OZAKI, 1984).

Em contraste a estes achados, outros autores mostraram que as malassezias
podem também deprimir a resposta do sistema imunolédgico. Vérias suspensdes de
M. globosa foram incubadas com queratinécitos ou com células mononucleares de
sangue periférico, verificando-se diminuicdo na expressdo de IL-18 (WALTERS et
al., 1995). Este fato levou os pesquisadores a sugerir que a depressao desta citocina
contribui para a auséncia/diminuicao de resposta inflamatéria, como o que ocorre na
pitiriase versicolor, favorecendo a evasao da resposta imunologica pelas leveduras.

Foram observadas diferencas na expressdo de citocinas pré-inflamatorias
desencadeadas por Malassezia sp em queratindcitos de humanos saudaveis, porém
sua causa ainda nao esta clara. Inicialmente, acreditou-se que a expressao de B-1,3-
glucana, principal ligante fangico reconhecido pela dectina-1 (glicoproteina lecitina
tipo-C), modulariam a expressao de citocinas pelos queratindcitos (SUZUKI et al.,
1998). Entretanto, pesquisas recentes indicaram que o fator mais importante na
expressao de citocinas pro-inflamatdrias em queratinécitos foi a hidrofobicidade das
células de Malassezia sp (AKASA et al., 2012; KESAVAN et al., 2000).

Assim, estes dados mostram que 0s mecanismos envolvidos na resposta
imune contra espécies de Malassezia ainda sdo controversos e ndo completamente
elucidados. Portanto, uma vez que os macrofagos sdo uma das células fagociticas
responsaveis pela primeira linha de defesa contra infec¢des, o estudo da funcéo
fagocitica e microbicida destas células no modelo de Malassezia sp pode contribuir
na compreensdo dos mecanismos envolvidos na resposta imune contra estes

patdgenos.
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2 ARTIGO

2.1 Introducéao

Malassezia é um género de leveduras que compreende 14 espécies lipofilicas
e lipideo dependentes, com excecdo de M. pachydermatis que ndo necessita de
lipideos para seu crescimento. Nove destas espécies fazem parte do microbioma
cutaneo do homem (M. furfur, M. sympodialis, M. globosa, M. obtusa, M. restricta, M.
slooffiae, M. dermatis, M. japonica e M. yamatoensis (BOEKHOUT et al., 2010;
VELEGRAKI et al., 2015).

As principais infeccdes causadas por esses microrganismos sao pitiriase
versicolor, dermatite seborreica, dermatite atopica e foliculite (ASHBEE; EVANS,
2002; VELEGRAKI et al., 2015). Muitas infeccBes fungicas também podem ser
estabelecidas a partir de trauma fisico, quando as barreiras naturais sdo rompidas
(DANKER et al., 1987; KIM et al., 1993), desse modo, se estabelece uma interface
entre levedura comensal e patogénica (ASHBEE; EVANS, 2002). Embora, sejam
responsaveis, na maioria das vezes, por infec¢des superficiais benignas, podem se
constituir em importantes patégenos em pacientes imunocomprometidos
(GAITANNIS et al., 2012).

O ogénero Malassezia é um paradoxo imunolégico. Em algumas
circunstancias, age como adjuvante, ativando a cascata do sistema complemento
pela via classica ou alternativa (SUZUKI et al., 1998) e elicita ambas respostas
imunes, celular e humoral em individuos sadios e com infec¢cdo (ASHBEE; EVANS,
2002; BLANCO; GARCIA, 2008). Em contraste, parece ter a habilidade ndo somente
de evadir do sistema imune, mas deprimir a resposta dirigida a estas leveduras
(ASHBEE; EVANS, 2002; CHEN; HILL, 2005).

As razbes pelas quais alguns individuos desenvolvem doenca causada por
Malassezia sp, mas em outros permanecem como comensais sdo desconhecidas.
Até o momento, ndo se determinou qualquer fator predisponente imunoldgico para
estas doencgas (ASHBEE; EVANS, 2002; CHEN; HILL, 2005).

A imunidade celular é reconhecida como de maior importancia nas defesas do
hospedeiro as infec¢cbes fungicas em geral (BLANCO; GARCIA, 2008;
CASADEVALL; PERFECT, 1998); entretanto, estudos prévios focados nas

respostas imunes celular e humoral foram incapazes de definir diferencas
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imunolégicas entre individuos sadios e pacientes com dermatoses associadas a
Malassezia sp (ASHBEE; EVANS, 2002).

Sabe-se que a epiderme, composta por queratindcitos, tem funcéo de barreira
fisica, e por meio da producdo de citocinas ativa 0 sistema imune inato, onde os
fagocitos assumem o papel fundamental na resposta contra patdégenos fungicos
(BLANCO; GARCIA, 2008; CASADEVALL; PERFECT, 1998). No entanto, espécies
de Malassezia podem controlar este sistema, por estimular a produgéo de citocinas
pré- e anti-inflamatérias, estabelecendo equilibrio entre satde e doenca (AKASA et
al.,, 2012; ERWIG; GOW, 2016; KESAVAN et al., 2000). Estas interacbes
multifacetadas necessitam ser melhor compreendidas.

As infec¢des fungicas invasivas vém adquirindo maior importancia nas dltimas
décadas, principalmente pelo aumento da populacdo de individuos
imunocomprometidos (GAITANNIS et al., 2012), cujo repertério e numero de
fagdcitos podem variar substancialmente, resultando em proliferacdo acelerada dos
fungos nos tecidos e elevada letalidade (QIAN et al., 1994; ROMANI et al., 1997).

A cada trés milhdes de pessoas infectadas anualmente por fungos, metade ira
a Obito (BROWN et al., 2012), o que representa mais mortes do que aquelas
causadas por tuberculose ou malaria (ARMSTRONG-JAMES; MEINTJES; BROWN,
2014).

Malassezia furfur, que € antropofilica, e M. pachydermatis, zoofilica, sdo
espécies envolvidas em casos de micoses invasivas em individuos adultos, criancas
e neonatos imunocomprometidos (GAITANNIS et al., 2012). Os principais fatores de
risco sdo a administracdo de nutricdo parenteral lipidica, longa hospitalizacdo em
unidades de terapia intensiva e o uso de dispositivos intravenosos (ARNOW,;
KUSHNER, 1991; GROSSMANS; AZIMI, 1995).

Em especial, o risco de desenvolver fungemia e infec¢do invasiva é muito alto
em neonatos prematuros com baixo peso ao nascimento, e a transmissédo destas
infeccbes pode ocorrer de forma vertical, em parto vaginal, ou horizontal, pela
manipulacdo de terceiros pos-parto (NAGATA et al., 2012). Apds a exposicado do
hospedeiro a levedura, outras condicbes como grau de prematuridade, quebra das
barreiras cutaneas, presenca de dispositivos invasivos e morbidades como doenca
de Crohn, contribuem para que a colonizagédo se estabeleca (BENJAMIN et al.,
2016; GAITANNIS et al.,, 2012). J& foram descritos inUmeros surtos de infeccao

causada por M. furfur e M. pachydermatis em neonatos nas condi¢cdes acima
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descritas, com elevada letalidade (ROSALES; JACKSON; ZWICK, 2004). A
colonizacédo e proliferacdo da Malassezia sp pode levar a formacao de biofilmes em
cateteres para acesso venoso central, que associados a fatores iatrogénicos, que
compreendem tratamentos invasivos, uso de antibacterianos de amplo espectro,
administragado de corticosteroides, favorecem o desenvolvimento do processo
infeccioso (SHATTUCK et al., 1996; WELBEL et al., 1994).

Estabelecido o processo infeccioso sistémico, este precisa ser tratado de
imediato. No entanto, alguns eventos como o diagnéstico tardio, a falta da utilizac&o
de drogas antifungicas especificas e a ndo remocao imediata do cateter venoso
central produzem um mau progndstico. As principais alteragfes verificadas nestes
neonatos sao febre, trombocitopenia e vasculite pulmonar, que habitualmente
conduzem ao 6bito (REDLINE et al., 1995).

A invasao dos vasos sanguineos por estas leveduras possibilita sua interacao
com proteinas do soro e células fagociticas, como neutrofilos e mondcitos. Os
monaocitos liberam citocinas e enzimas que desempenham papel inicial nas defesas
contra os fungos. Provavelmente, devido a natureza esporadica das infeccdes
invasivas causadas por Malassezia spp., poucos autores estudaram a ativacdo dos
processos de fagocitose, seu papel na inducdo de resposta inflamatéria e,
subsequente reagédo imune a estas leveduras (SUZUKI et al., 1998; RICHARDSON;
SHANKLAND, 1991).

Desta forma, elucidar a resposta imune inata para espécies de Malassezia
pode ser a chave para entender melhor como esses organismos vivem como
comensais ou causando doenga invasiva.

Em vista do exposto, foi objetivo do presente trabalho padronizar modelo in
vitro para o estudo da resposta de macr6fagos murinos da linhagem RAW 264.7
desafiados com M. furfur e M. pachydermatis e comparar se ocorriam diferencas nas
respostas entre as espécies. Adicionalmente, foi avaliada a capacidade microbicida
e imunomoduladora destes macrofagos pela dosagem de 6xido nitrico e avaliagéao

da produgéo de citocinas durante a fagocitose.
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2.2 Material e métodos

2.2.1 Padronizacao da técnica

Previamente ao experimento, realizou-se teste-piloto com as culturas de M.
furfur e M. pachydermatis em diferentes razdes (levedura:macréfago), a saber, 0,5:1,
2:1 e 5:1 em leituras realizadas aos 30min, 2h e 4h, para padronizacédo da técnica.
Desta forma, se determinou, para a pesquisa propriamente dita, a concentracéo de
macréfagos a ser plaqueada, a relacdo entre 0 numero de macréfagos e o niumero
de leveduras das culturas, intervalos de leitura e a andlise microscopica para

verificacdo da fagocitose.

2.2.2 Preparo da suspenséo das leveduras

Utilizou-se cepas-padréo de M. furfur CBS-1878 e M. pachydermatis CBS-
1696 para os ensaios com macréfagos murinos RAW-264.7. As leveduras foram
repicadas e mantidas em tubos com &gar Dixon modificado, incubadas a 32°C por
periodo de 5 a 7 dias (GUEHO-KELLERMANN; BOEKHOUT; BEGEROW, 2010).
Com auxilio de alca de platina as colénias foram suspensas em meio RPMI-1640
(Gibco, USA), checando-se sua viabilidade com azul de Tripan (10 uL de corante +
10 pL da suspenséao), considerando as cepas viaveis para utilizacdo quando esse
indice de vitalidade foi superior a 95%. Entdo, 10 puL da suspensdo de leveduras
foram colocados em camara de Neubauer e contados em aumento de 400x para

ajustar as razdes a serem empregadas (5:1 e 2:1) (Tabela 1).

Tabela 1 — Razbes de Malassezia spp. e de macréfagos murinos RAW 264.7 empregadas nos

ensaios
Razio Malassezia furfur ou Macro6fagos murinos
levedura:macrofago M. pachydermatis RAW 264.7
5:1 15 x 10° 3x10°

2:1 6 x 10° 3x10°
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2.2.3 Desafio de macréfagos com as leveduras

Macrofagos murinos da linhagem RAW 264.7 (ATCC) foram plaqueados na
concentracdo inicial de 3x10° células em laminulas circulares de vidro de 13 mm
(Knittel, Alemanha), previamente esterilizadas, dispostas em placas de 24 pocos,
sendo cultivados em 300 pL de meio RPMI-1640 (Gibco, USA) adicionado de 10%
de soro fetal bovino (meio R-10) e gentamicina (20 pg/mL). As placas foram
incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Apos atingir 95% de confluéncia,
retirou-se o meio, sendo os macréfagos lavados com PBS para remoc¢éo das células
nao aderidas. Em seguida, acrescentou-se 500 pL de R-10 com as concentragdes
selecionadas de M. furfur e M. pachydermatis discriminadas na Tabela 1. As placas
foram incubadas por uma hora a 37°C com 5% de CO,, sendo entdo lavadas duas
vezes com PBS para retirada das leveduras néo fagocitadas, completando-se cada
um dos pocos com 1.000 pL de R-10. Os pocos apenas com macréfagos (3x10°) ou
macrofagos plaqueados com Zymosan (2mg/mL) se constituiram em controles
negativos e positivos, respectivamente (Apéndice A). O experimento foi realizado em
triplicata e em trés placas para leituras as 6h, 24h e 48h. Ap6s os periodos de
incubacéo, as laminulas foram removidas, lavadas com PBS e coradas com Giemsa.
Os sobrenadantes foram colhidos e armazenados a -20° C, para posterior deteccao

dos niveis de 6xido nitrico e citocinas.
2.2.4 Determinacéo do indice fagocitico

Foram contados 200 macréfagos em varios campos microscépicos em
aumento de 1000x (SUZUKI et al., 1998), para se determinar a porcentagem de
macrofagos que internalizaram, pelo menos, uma levedura (P) e a média de
leveduras no interior dos macrofagos (F). Calculou-se, entdo, o indice fagocitico (1),
| =P x F (CAMPOS et al., 2006)

2.2.5 Dosagem da produc&o de Oxido Nitrico
A produgdo de oxido nitrico foi quantificada pelo método de Griess,

considerando o acumulo de nitritos no sobrenadante das culturas supracitadas. Uma

vez que o Oxido nitrico € uma molécula que possui meia-vida de poucos segundos,
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usa-se a quantificacdo indireta desse composto; por meio da deteccdo de seus
produtos, como nitratos e nitritos (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003).

Foram transferidos 100 yL do sobrenadante das culturas para placa de 96
pocos, em duplicatas, sendo adicionado igual volume de reagente de GRIESS
(NEED 0,1% em &cido acético 60% e sulfanilamida 1% em acido acético 30%). Apos
15 minutos de incubacdo em temperatura ambiente e ao abrigo de luz, a
absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro com filtro de comprimento de
onda de 540 nm (Thermo Plate, Brasil). As concentracbes de nitritos foram
calculadas a partir de curva padrédo de nitrito de sédio (NaNO,), 0,78-100 um e o0s
resultados foram expressos em pmoles de nitrito para 3 x 10> macréfagos (ZHANG
et al., 2011).

2.2.6 Determinacédo de citocinas no sobrenadante de culturas

Para se determinar a liberacdo de citocinas, apés o descongelamento dos
sobrenadantes, os mesmos foram preparados de acordo com as normas técnicas
determinadas pelo fabricante do “CBA Mouse Th1/Th2/Th1l7 Cytokine Kit” (BD
Biosciences, CA, USA) para deteccao de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y e TNF-
a. Sete populacdes de beads com intensidades diferentes de fluorescéncia séo
conjugadas com um anticorpo de captura especifico para cada citocina, misturadas
para formar o CBA. Utilizou-se 20 yL de cada amostra que foram incubados
juntamente com as beads de captura, especificas para cada citocina, conjugadas a
APC e com o anticorpo de deteccdo conjugado a PE, por duas horas em
temperatura ambiente protegidas da luz. O mesmo procedimento foi realizado para a
obtencdo da curva-padrdo, acrescentando-se amostra Standard, contida no Kkit.
Posteriormente, as amostras foram lavadas com wash buffer, centrifugadas e
ressuspendidas no mesmo tampdao para analise de duas cores por citbmetro de fluxo
BD Accuri™C6 (BD Biosciences, Mountain View, CA). Os resultados foram

analisados em software de Fcap Array versao 5.0 e apresentados graficamente.

2.2.7 Andlise estatistica

As comparacdes estatisticas foram feitas utilizando-se analise de variancia

ANOVA de uma ou duas vias com poOs-teste de Tukey ou Bonferroni. Todos os
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valores foram relatados como média + erro padrdo da média, com significancia de
95%, considerando p<0,05.

2.3 Resultados

2.3.1 Padronizacao da técnica

No piloto as culturas de macrofagos foram desafiadas com diferentes
concentracbes de Malassezia spp., 0,5:1, 2:1 e 5:1 (leveduras:macréfago), sendo
avaliadas nos tempos 30min, 2h e 4h.

Os maiores indices fagociticos foram obtidos nas concentracfes de 5:1 e 2:1,
gque se elevaram a partir de 2h de cultura, com niveis de significancia na
concentracdo de 5:1 em todos os intervalos de tempo para as duas espécies de

leveduras (Figura 1).

Figura 1 — indice fagocitico de macréfagos RAW 264.7 desafiados com M. pachydermatis ou M. furfur
nas razdes 5:1, 2:1 e 0,5:1 (levedura:macro6fago), avaliados nos tempos 30min, 2h e 4h (A e B). A
analise de variancia (ANOVA) de duas vias com p0s teste de Bonferroni revelou *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001 e ****p<0,0001.
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2.3.2 indice fagocitico

Os valores referentes ao numero de macrofagos que fagocitaram, a média de
leveduras fagocitadas e o indice fagocitico nos diferentes intervalos de tempo, para
as duas espécies de Malassezia estdo discriminados no Apéndice B.

A fagocitose das leveduras realizada pelos macrofagos (Figuras 2A e 2B) e 0
respectivo indice fagocitico se elevaram das 6h as 24h para as duas espécies

(Figuras 3A e 3B), sendo estatisticamente significante na relacdo 5:1 (Figura 3A).
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Entretanto, apos 48 horas houve consideravel morte de macrofagos e exacerbada
proliferagcdo de leveduras no espaco extracelular (Figura 2C), o que impediu a

obtencéo do indice fagocitico nesse periodo.

Figura 2 — Fotomicrografias de macrofagos RAW 264.7. A, Macréfagos ndo desafiados com
leveduras (controle negativo); B, Macréfagos desafiados com M. furfur no intervalo de tempo 24
horas, mostrando multiplicag&o da levedura no interior dos macréfagos (setas), (Azul de Toluidina: A
e B); C, Macréfagos desafiados com M. pachydermatis, no intervalo de tempo de 48h. Observa-se
morte de macréfagos e evaséo da levedura (setas), Giemsa 1000x: C)
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Comparando-se as duas espécies, os indices foram superiores nos
macréfagos desafiados com M. pachydermatis, sendo significante as 24h na
concentracdo 5:1 (Figuras 3A e 3B).

Figura 3 — Comparacéao entre os indices fagociticos de macréfagos RAW 264.7 desafiados com M.

pachydermatis ou M. furfur nas razfes 5:1(A) e 2:1(B) (leveduras:macréfagos) nos intervalos de
tempo 6h e 24h. A andlise de variancia (ANOVA) de uma via com pés teste de Tukey revelou *p<0,05

e **p<0,01.
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Considerando-se a média de leveduras fagocitadas pelos macrofagos,
evidenciou-se que este processo foi superior no desafio com M. pachydermatis,

especialmente na concentracdo de 5:1 as 24h (Figura 4).

Figura 4 — Distribuicao da média de M. pachydermatis ou M. furfur fagocitadas pelos macréfagos nas
razées 5:1 e 2:1 (leveduras:macrdéfagos) nos intervalos de tempo 6h e 24 h. A andlise de variancia
(ANOVA) de uma via com pos teste de Tukey revelou # p<0,01, comparado a todas as outras

condicdes
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2.3.3 Oxido Nitrico

Verificou-se produgdo maior de 6xido nitrico pelos macrofagos desafiados
com M. pachydermatis as 6h, independentemente da concentracdo de leveduras
utilizada e em 24h pelos macréfagos desafiados com M. furfur na concentracao de
5:1 (Figuras 5A e 5B). Foram observadas grandes variacdes na producdo de éxido
nitrico nos diferentes intervalos de tempo, inclusive frente aos controles empregados

(Figuras 5A e 5B).
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Figura 5 — Produc&o de 6xido nitrico por controle negativo (CTL"), controle positivo (CTL") e
macréfagos RAW 264.7 desafiados com M. pachydermatis ou M. furfur nas razées 5:1(A) e 2:1 (B)
(leveduras:macréfagos), nos intervalos de tempos Oh, 6h, 24h e 48h. A analise de variancia (ANOVA)
de duas vias com pos teste de Bonferroni revelou **p<0,01.
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2.3.4 Producéao de Citocinas nos sobrenadantes

Dentre as citocinas pesquisadas no sobrenadante das culturas de macrofagos
desafiados com M. pachydermatis ou M. furfur foram detectadas TNF-a e IL-4. Para
as outras citocinas avaliadas ndo foram detectadas quantidades significativas nas
culturas. No entanto, nos controles positivos, onde macrofagos foram estimulados

com Zymosan detectou-se as citocinas IL-10 e IL-6, além de TNF-a e IL-4.

2.3.4.1 TNF-a

Macrofagos desafiados com M. furfur induziram producédo de TNF-a em maior

qguantidade que os desafiados com M. pachydermatis, em todos os tempos
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estudados e nas duas concentracdes utilizadas, notando-se significancia estatistica

na concentracdo 5:1 em todos os intervalos e, as 6h e 24h na concentragdo de 2:1

(Figura 6).

Figura 6 — Producao de TNF-a por controle negativo (CTL") e por macréfagos RAW 264.7 desafiados
com M. pachydermatis ou M. furfur nas razées 5:1 e 2:1 (leveduras:macréfagos), nos intervalos de
tempos Oh, 6h, 24h e 48h. A analise de variancia (ANOVA) de duas vias com poés teste de Bonferroni

revelou **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001
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2342 IL-4

De forma geral, M. pachydermatis estimulou maior producéo de IL-4 do que
M. furfur, observando-se significancia estatistica na concentragdo de 2:1 apés 6h de

cultura.

Figura 7 — Producéo de IL-4 por controle negativo (CTL) e por macrofagos RAW 264.7 desafiados
com M. pachydermatis ou M. furfur nas concentrac@es de 5:1 e 2:1 (leveduras: macréfagos), nos
intervalos de tempos Oh, 6h, 24h e 48h. A analise de variancia (ANOVA) de duas vias com pos teste
de Bonferroni revelou **p<0,01.
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2.4 Discussao

A imunidade inata € instrumento para o desenvolvimento de resposta imune
adaptativa mediada por células, controlando infec¢Bes fungicas ou a progressao da
doenca (BLANCO; GARCIA, 2008). Ela possibilita as células fagociticas habilidade
para fagocitar ou inibir o crescimento de fungos, assim como inicia uma reagao
inflamatoria aguda ou apresenta antigenos fungicos as células T (ASHBEE; EVANS,
2002). Sabe-se que os macrofagos residentes nos tecidos desempenham papel
chave neste processo, 0s quais podem fagocitar células fungicas, iniciar a
apresentacdo de antigenos, assim como secretar citocinas e outras moléculas que
modulam a reacdo inflamatéria a infeccdo (ASHBEE; EVANS, 2002; ROMANI,
2004).

A fagocitose pode prevenir a ocorréncia de infec¢des sistémicas causadas por
M. furfur, uma vez que as leveduras seriam mortas pela atividade citolitica dos
fagdcitos (SUZUKI et al., 1998). Entretanto, sdo poucas as pesquisas que estudaram
a fagocitose de M. furfur (RICHARDSON; SHANKLAND, 1991; SUZUKI et al., 1998)
e, de acordo com a literatura disponivel, esses processos ndo foram pesquisados
com M. pachydermatis.

Diversos surtos hosocomiais em neonatos internados em unidades de terapia
intensiva apresentando fungemia e infec¢des sistémicas, foram causados por M.
furfur e M. pachydermatis (BENJAMIN et al., 2016; CHANG et al., 1998; DEVLIN,
2006; SHATTUCK et al., 1996; WELBEL et al., 1994), e justificaram a escolha dos
microrganismos e do protocolo experimental empregado neste projeto.

Na padronizacdo da técnica para a determinacdo da razao
Malassezia:macrofago adequada para estudos in vitro, observou-se fagocitose das
leveduras a partir de 30 min, com aumento evidenciado as 4h e os maiores indices
fagociticos ocorreram nas razdes de 5:1 e 2:1 (leveduras:macréfagos). Em vista
destes resultados, optou-se no experimento propriamente dito, pela utilizacdo das
concentracdes de 5:1 e 2:1, realizando-se leituras as 6h, 24h e 48h, uma vez que,
além do indice fagocitico, seriam também medidas as concentragdes de Oxido nitrico
e citocinas.

Os indices fagociticos foram superiores para M. pachydermatis, em especial
na concentracdo de 5:1 as 24h, o qual foi estatisticamente superior aos indices de

M. furfur. Porém, as razdes para este fendbmeno ainda nao estéo claras, pois poucos
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estudos investigaram a fagocitose de Malassezia spp. e aqueles que o fizeram,
focaram na fagocitose realizada por células desafiadas com M. furfur e algumas
outras espécies antropofilicas lipodependentes (AKASA et al., 2012; RICHARDSON,;
SHANKLAND, 1991; SUZUKI et al., 1998; WATANABE et al., 2001).

Além disso, a média de leveduras fagocitadas por macréfago também foi
superior quando esses foram desafiados com M. pachydermatis. E essencial que as
leveduras se adiram as células do hospedeiro antes de se multiplicar e manifestar
sua patogenicidade (MASUDA et al., 2001). Sugere-se que na otite externa canina
M. pachydermatis se liga as células epiteliais cornificadas por meio dos lipideos
presentes na camada mais externa da parede da levedura (MASUDA et al., 2001);
talvez haja maior afinidade destes lipideos de M. pachydermatis aos receptores dos
macrofagos, o que justificaria maior indice fagocitico para esta espécie. Para
espécies de Candida, verificou-se haver diferencas nos processos de fagocitose,
sobrevivéncia no interior dos macréfagos e morte destes, indicando maior viruléncia
de C. albicans (TOTH et al.,, 2014); talvez também ocorram diferencas no
comportamento das espécies de Malassezia.

Ambas espécies na concentracdo de 5:1 as 24h ativaram mais macréfagos do
gue na concentracdo de 2:1, resultados concordantes com o estudo realizado por
Suzuki et al. (1998) que evidenciaram que a fagocitose de M. furfur aumentou de
forma diretamente proporcional a razdo leveduras:mondcitos e atingiu um platd na
taxa de 5:1, razao indicada pelos autores para ensaios de fagocitose de M. furfur e
também empregada nesta pesquisa. Uma das explicagcbes seria porque o
macrofago, assim como o mondcito, ao identificar a Malassezia sp e reconhecé-la
como microrganismo por meio de ligacbes aos seus receptores, aumenta sua
capacidade secretoria (SUZUKI et al., 2000). Sabe-se que a fagocitose de fungos
estimula a expresséo de dectina-1 em queratindcitos, neutréfilos e macréfagos, que
€ o principal receptor para as -1,3-glucanas da parede celular fungica (AKASA et
al., 2012; SUZUKI et al., 1998; WILLMENT et al., 2001). Estes macrofagos ativados
aumentam suas atividades fagociticas, dependendo da dose infectante de
microrganismos e do ambiente (AKASA et al., 2012; SUZUKI et al., 1998). Assim,
guanto maior a concentracao de leveduras, maior a atividade fagocitica.

Neste estudo, apés uma hora de contato entre os macrofagos e as
malassezias, as culturas foram lavadas com PBS e, entéo, os periodos de avaliagdo

passaram a ser considerados. Assim, o0 aumento do indice fagocitico no transcorrer
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do tempo também indicou proliferagdo fungica, verificando-se multiplicacao
intracelular das leveduras, como evidenciado na Fig. 2B.

Nas leituras de fagocitose as 48h, houve evasao das leveduras, detectando-
se em microscopia Optica, grande multiplicacdo dos microrganismos e morte de
macrofagos (Fig. 2C), quadro mais evidenciado frente a M. pachydermatis. A
maturacdo normal do fagossomo culmina em um fagolisossomo &acido, contendo
altos niveis de enzimas hidroliticas. Cryptococcus neoformans sdo capazes de
alterar o processo de acidificacdo dos fagossomos se multiplicando no interior
destes (SMITH; DIXON; MAY, 2015), de impedir a fusdo fagossomo-lisossomo
(VECHIARELLI et al., 1994), mas tb podem ser explusos dos macréfagos por
processos de exocitose, ndo liticos (SMITH; DIXON; MAY, 2015). Outros fungos
oportunistas, como C. albicans e C. glabrata também desenvolveram mecanismos
para evadir da fagocitose, sobrevivendo e se multiplicando apés a internalizacéo,
através da inibicdo da maturacao dos fagossomos, (BENJAMIN et al., 2004; SEIDER
et al., 2011; VYLKOVA, LORENZ, 2014). Em relacdo as malassezias, embora
ocorrendo a fagocitose das leveduras, a morte pode ser ineficiente, com apenas 5%
das células internalizadas mortas apds 2h de fagocitose (RICHARDSON;
SHANKLAND, 1991), como observado em neutréfilos humanos cultivados com
Pityrosporum ovale (M. furfur). Esta levedura foi capaz de causar necrose nos
neutroéfilos, evidenciando completa degeneracéo das organelas internas e dissolugéo
da camada mais externa da parede celular (RICHARDSON; SHANKLAND, 1991;
TOTH et al., 2014). No trabalho aqui desenvolvido, a multiplicacdo das leveduras e a
grande quantidade de macrofagos mortos observados as 48h, demonstraram que M.
furfur e M. pachydermatis tém capacidade de evadir, se multiplicar e romper os
macrofagos; entretanto, ainda € necessario se determinar quais mecanismos estao
envolvidos nestes processos.

Sugere-se que a camada lipidica ao redor da Malassezia sp deva interferir no
processo de fagocitose e na protecdo contra a morte da levedura pelos neutrdfilos,
provavelmente participando na auséncia de inflamacdo quando a Malassezia sp esta
em seu estado comensal (KESAVAN et al., 2000). Outra razéo para a sobrevivéncia
das leveduras poderia ser a habilidade das malassezias de produzir acido azelaico,
gue nao interfere na quimiotaxia, nem na fagocitose, mas no metabolismo celular,
diminuindo a producédo de O,. e OH por neutrofilos e reduzindo a injaria tecidual nos
sitios inflamatérios (AKAMATSU et al., 1991).
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Além da funcdo de fagocitar, os macrofagos eliminam os microrganismos
através da producdo enzimatica de espécies reativas ao oxigénio e ao nitrogénio,
que sado téxicas para o agente invasor (CARLOS et al., 2003). Os compostos
intermediarios de nitrogénio e de oxigénio representam importantes mediadores da
atividade microbicida e antitumoral dos macréfagos (XIE et al., 1997). O 6xido nitrico
esta envolvido na modulagéo da citotoxidade por macrofagos ativados, regulagdo da
proliferacdo, apoptose celular e modulacdo da producdo de citocinas (NATHAN,
1992; MARSHALL; STAMLER, 2000; BOGDAN, 2001). Estes compostos contribuem
para a resposta imune inespecifica do hospedeiro nas doencgas fungicas (BALISH et
al., 2005).

No experimento, ocorreu producdo maior de 6xido nitrico pelos macréfagos
desafiados com M. pachydermatis as 6 h nas concentracdes de 5:1 e 2:1 e em
macrofagos desafiados com M. furfur na concentracdo de 5:1 as 24 horas.
Observou-se que houve grandes variacdes na producdo de Oxido nitrico nos
diferentes intervalos de tempo frente as duas espécies de Malassezia e inclusive em
relacdo aos controles empregados, que de modo geral, produziram mais Oxido
nitrico que os macrofagos desafiados. Em experimento realizado por Nascimento e
colaboradores (2002), avaliando a producdo deste composto por macrofagos
desafiados com Paracoccidioides brasiliensis se observou que os macrofagos de
camundongos resistentes a infec¢cdo apresentaram menores niveis de producdo do
gue aqueles susceptiveis a doenca, sugerindo que nestes ultimos a producao de
oxido nitrico controlava a multiplicacdo fungica. Entretanto, em relacdo as
malassezias, € possivel que a producdo de Oxido nitrico ndo seja o principal
mecanismo pelo qual os macrofagos destruam estes fungos, ou ainda se especula
gue a producéo de 6xido nitrico seja inibida por essas leveduras, pois no intervalo de
24 horas, intervalo onde houve maior fagocitose de M. pachydermatis, foi também o
gue menos expressou producdo do composto microbicida, sugerindo que quanto
maior o numero de M. pachydermatis internalizadas, maior a inibicdo da producéo
de Oxido nitrico. Também nédo se obteve a producdo de 6xido nitrico em macréfagos
infectados por Trichophyton rubrum, aventando-se que esta possa ser uma das
formas dos fungos evadirem das respostas dos hospedeiros (CAMPOS et al., 2006).

Acredita-se que a Malassezia sp na superficie cutanea dos hospedeiros
produza antigenos que podem penetrar na pele e serem capturados pelas células de

Langerhans e células dendriticas apresentadoras de antigenos. Estas células
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migrariam aos linfonodos regionais e apresentariam o antigeno a um linfocito T, via
MHC de classe I, que em cooperacdo com diferentes citocinas estimularia células
precurssoras de linfécito T auxiliar (Th) a se diferenciar em células Thl e/ou Th2
(CHEN; HILL, 2005). Um ambiente dominado pela liberacdo de IL-6, IL-12 e TNF-a
favoreceria o desenvolvimento de Thl e a consequente resposta inflamatodria,
enquanto IL-4 e IL-3 estimulariam as células Th2, inibindo a inflamacao (KESAVAN
et al., 2000).

O fator de necrose tumoral é uma das mais importantes citocinas na resposta
inflamatoéria aguda, sendo os macréfagos e os mastécitos seus principais secretores
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). As citocinas pré-inflamatorias induzem
guimiotaxia, ativacdo de macrofagos e inducdo de inflamacdo quando os
macréfagos interagem com as células fungicas, como verificado em relacdo a M.
furfur (ASHBEE; EVANS, 2002; KESAVAN et al., 2000; SUZUKI et al., 2000) e T.
rubrum (CAMPOS et al., 2006).

Neste estudo, M. furfur induziu producdo de TNF-a em maior quantidade que
M. pachydermatis, em todos os tempos estudados e nas duas concentracdes
propostas. Esse dado sugere que a interacdo de M. furfur com os macréfagos
desencadeou resposta inflamatoria, mecanismo que provavelmente ocorre quando
estas leveduras se encontram em parasitismo e que poderia favorecer o
recrutamento de outras células fagociticas numa situacao in vivo.

J& se verificou que ha diferencas na producéo de citocinas pré-inflamatdrias
por diferentes espécies de Malassezia lipodependentes antropofilicas (AKASA et al.,
2012). Estes pesquisadores observaram aumento da producéo de IL-1a, IL-6 e IL-8
(citocinas pré-inflamatérias) em culturas de células epiteliais desafiadas com M.
furfur e M. globosa, mas ndo com outras espécies, concluindo que cada uma das
espécies de Malassezia pode induzir resposta inflamatoria diversa, dependendo das
alteracbes que ocorram no microambiente cutdneo (AKASA et al., 2012). Também
se comprovou aumento da liberacdo de IL-1a e IL-8 em mondcitos desafiados com
M. furfur (SUZUKI et al., 2000). Sugere-se que a hidrofobicidade das células de
Malassezia spp. seja um fator importante na expressao de citocinas pro-
inflamatorias, por interferir na habilidade de adeséo das leveduras aos queratinocitos
(AKASA et al., 2012; KESAVAN et al., 2000).

Além do TNF-a, observou-se a producéo de IL-4. De modo geral, esta citocina

foi produzida em niveis muito proximos por macréfagos desafiados com M.
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pachydermatis e M. furfur na concentracdo de 5:1, destacando sua producao por
macrofagos desafiados com M. pachydermatis no intervalo de 6 h na concentracao
de 2:1. A producéao de IL-4 por linfécitos é essencial para a diferenciacdo de células
Th-2, as quais inibem a reatividade de Th-1 pré-inflamatérias, como determinado em
infeccbes causadas por C. albicans (ROMANI, 1999). Estes mecanismos
regulatérios resultam em equilibrio dindmico entre os dois tipos de reag¢fes que
podem operar de comensalismo a infeccdo (ROMANI, 1999).

A habilidade das espécies de Malassezia para diminuir a producdo de
citocinas pro-inflamatorias € um contraste marcante que se verifica com a maioria
dos microrganismos. Referindo-se aos estudos até entdo realizados, parece que
este fendtipo anti-inflamatério se deve aos altos niveis de lipideos na camada
externa da parede celular, que inibiriam a inflamacdo quando as malassezias se
encontram em estado comensal (ASHBEE; EVANS, 2002; KESAVAN et al., 2000). A
extracdo dos lipides da parede de Malassezia lipodependentes reverteu sua
capacidade para reduzir a producéo de IL-1p3, IL-6 e TNF-a significantemente abaixo
dos niveis constituintes, propiciando as respostas inflamatorias (KESAVAN et al.,
2000). Portanto, as caracteristicas imunoevasivas da levedura devem ser
dependentes da camada multilamelar de lipideos ao seu redor (AKASA et al., 2002;
KESAVAN et al., 2000; MITTAG, 1995).

Os mecanismos de interacdo entre macréfagos e fungos comensais podem
ser a chave para compreender o que possibilita estes microrganismos causar
doencas. A ocorréncia de fagocitose de M. furfur e M. pachydermatis por
macrofagos in vitro e a presenca de citocinas pro- e anti-inflamatérias reforcam o
carater dinamico da relacdo destas leveduras com o hospedeiro, atuando de forma

comensal no microbioma cutaneo ou causando infeccao.
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2.5 Conclusdes

Os resultados indicaram que M. furfur e M. pachydermatis estimularam os
processos de fagocitose por macréfagos murinos da linhagem RAW 264.7. O
aumento do indice fagocitico ocorreu na relacdo leveduras:macréfagos de 5:1 e no
intervalo de 24h.

Observou-se diferencas entre as espécies, verificando-se indices fagociticos
superiores quando os macrofagos foram desafiados com M. pachydermatis.

Macrofagos desafiados com M. furfur determinaram maior producdo da
citocina pro-inflamatoria TNF-a e com M. pachydermatis ocorreu aumento da
producdo da citocina anti-inflamatéria IL-4. A presenca de citocinas pro- e anti-
inflamatorias reforca o carater dindmico da relacdo destas leveduras com o

hospedeiro.
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APENDICE

Apéndice A — Distribuicdo das amostras em placas de 24 pocos
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Periodo de leitura

Malassezia furfur

Malassezia pachydermatis

3x10°+ | 3x10°+ | 3x10°+
3x10° 3x10° 3x10° | Zymosan | Zymosan | Zymosan
Macréfagos | (controle | (controle | (controle | 2mg/mL | 2mg/mL | 2mg/mL
negativo) | negativo) | negativo) | (controle | (controle | (controle
positivo) | positivo) | positivo)
Leveduras/
5:1 5:1 5:1 5:1 5:1 5:1
Macréfagos
Leveduras/
2:1 2:1 2:1 2:1 2:1 2:1
Macréfagos
Mesma[] | Mesma[] | Mesma[] | Mesma[]|Mesma[] | Mesmal|]
Leveduras | e 5.1 de 5:1 de51 | de51 | de51 | de5:l
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APENDICE B - Numero de macréfagos que fagocitaram, média de leveduras
fagocitadas e indice fagocitico nos diferentes intervalos de tempo e espécies de

Malassezia.
FAGOCITOSE 6 HORAS 5:1
Malassezia furfur

1 2 3 Média
Namero de
Macréfagos 97 92 155 1147
Namero de
leveduras 226 184 280 230,0
Média Lev/ macro 2,3 2,0 1,8 2,0
indice fagocitico 1116 | 92,0 | 1395 | 114,8

FAGOCITOSE 6 HORAS - 5:1
Malassezia pachydermatis

1 2 3 Média
NUmero de
Macréfagos 174 151 195 173,3
Namero de
leveduras 411 151 404 322,0
Média Lev/ macro 2.4 1,0 2,1 1.8
indice fagocitico 208,8 | 75,5 | 204,8 | 156,1

FAGOCITOSE 6 HORAS - 2:1
Malassezia furfur

1 2 3 Média
Numero de
Macrofagos 39 194 189 140,7
Numero de
leveduras 69 361 374 268,0
Média Lev/ macro 1,8 19 2,0 1,9
indice fagocitico 35,1 | 184,3 | 189,0 | 133,7

FAGOCITOSE 6 HORAS - 2:1
Malassezia pachydermatis

1 2 3 Média
Numero de
Macrofagos 177 116 189 160,7
Numero de
leveduras 297 320 359 325,3
Média Lev/ macro 1,7 2,8 1,9 2,0
indice fagocitico 150,5 | 162,4 | 179,6 | 160,8




FAGOCITOSE 24 HORAS - 5:1

Malassezia furfur

1 2 3 Média
Numero de
Macroéfagos 199 200 200 199,7
Numero de
leveduras 502 404 399 435,0
Média Lev/ macro 2,5 2,0 2,0 2,2
indice fagocitico 248,8 | 200,0 | 200,0 | 219,8
FAGOCITOSE 24 HORAS - 5:1
Malassezia pachydermatis
1 2 3 Média
Numero de
Macréfagos 196 197 200 197,7
Numero de
leveduras 683 709 616 669,3
Média Lev/ macro 3,5 3,6 3,1 3,4
indice fagocitico 343,0 | 354,6 | 310,0 | 336,3
FAGOCITOSE 24 HORAS - 2:1
Malassezia furfur
1 2 3 Média
Numero de
Macréfagos 194 196 197 195,7
Numero de
leveduras 294 339 335 322,7
Média Lev/ macro |1,5 1,7 1,7 1,6
indice fagocitico 1455 |166,6 |167,5 |156,6
FAGOCITOSE 24 HORAS - 2:1
Malassezia pachydermatis
1 2 3 Média
Numero de
Macrofagos 197 196 192 195,0
Numero de
leveduras 346 473 470 | 429,7
Média Lev/ macro 1,8 2,4 2,4 2,2
indice fagocitico 177,3 | 235,2 | 230,4 | 2145
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FAGOCITOSE 48 HORAS - 5:1
Malassezia furfur

1 2 3 Média
NUmero de
Macrofagos 154 39 10 67,7
NUmero de
leveduras 274 138 35 149,0
Média Lev/ macro 1.8 3,5 3,5 2,2
indice fagocitico 1386 | 68,3 | 175 | 74,6
FAGOCITOSE 48 HORAS - 5:1
Malassezia pachydermatis
1 2 3 Média
NUamero de
Macréfagos - - - -
NUmero de
leveduras - - - -
Média Lev/ macro - - - -
indice fagocitico - - - -
FAGOCITOSE 48 HORAS - 2:1
Malassezia furfur
1 2 3 Média
NUamero de
Macréfagos 10 - - -
NUamero de
leveduras 43 - - -
Média Lev/ macro 43 - - -
indice fagocitico 21,5 - - -
FAGOCITOSE 48 HORAS - 2:1
Malassezia pachydermatis
1 2 3 Média
NUmero de
Macrofagos - - - -
NUamero de
leveduras - - - -

Média Lev/ macro

indice fagocitico
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