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“Sonhe com as estrelas, apenas sonhe, elas s6 podem
brilhar no céu. Ndo tente deter o vento, ele precisa
correr por toda parte, ele tem pressa de chegar,
sabe-se ld aonde. As lagrimas? Ndo as seque, elas
precisam correr na minha, na sua, em todas as faces.
O sorriso! Esse, vocé deve segurar, ndo o deixe ir
embora, agarre-o! Persiga um sonho, mas, ndo o
deixe viver sozinho. Alimente a sua alma com amor,
cure as suas feridas com carinho. Descubra-se todos
os dias, deixe-se levar pelas vontades, mas, ndo
enlouquecga por elas. Abastega seu coragdo de fé, ndo
a perca nunca. Alargue seu coracdo de esperangas,
mas, ndo deixe que ele se afogue nelas. Se achar que
precisa voltar, volte! Se perceber que precisa seguir,
siga! Se estiver tudo errado, comece novamente. Se
estiver tudo certo, continue.”

Fernando Pessoa
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RESUMO

A proépolis produzida pelas abelhas Apis melifera ¢ um material balsamico resinoso, utilizado
para a protecdo da colmeia contra fungos, bactérias, virus e insetos. Dentre as atividades
antimicrobianas da prépolis jd comprovadas, destaca-se: a agcdo antiftingica observada em
cepas de Candida albicans, fungo comensal do trato oro-gastrointestinal e da pele, associado
a infec¢Oes oportunistas, locais ou sistémicas, em especial, em pacientes imunossuprimidos.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tratamento com Extrato Padronizado de
Prépolis (EPP-AF®) na infeccdo sistémica ocasionada por C. albicans em camundongos
imunossuprimidos. Inicialmente, os camundongos C57Bl/6 foram imunossuprimidos com
dexametasona (3mg/kg) durante uma semana e, no oitavo dia foram infectados, por via
intraperitoneal, com blastéporos de C. albicans (2x10°). Apés 24 horas da infeccdo, foi
iniciado o tratamento didrio dos animais com propolis nas doses de 10 e 100mg/Kg, durante
15 dias, por via intraperitoneal. A imunossupressdo com dexametasona foi mantida ao longo
de toda a andlise. Ao final dos 15 dias, observou-se que todos os animais tratados com
propolis na dose de 100mg/Kg, mantinham-se vivos, enquanto todos os animais dos demais
grupos ja haviam morrido. A partir dai, passou-se a investigar possiveis mecanismos
imunoldgicos que explicassem esse efeito. Para isto, foi repetido o mesmo protocolo de
imunossupressio e infec¢do descritos acima, entretanto, o tratamento foi realizado em uma
unica aplica¢do de propolis na dose de 100mg/Kg, 24 horas apds a infec¢do e os ensaios
foram realizados 24 horas apds esse tratamento. O tratamento com propolis reduziu as
unidades formadoras de colonia no peritonio e no baco. Além disso, a propolis reverteu a
imunossupressdo induzida pela dexametasona, aumentando o numero de leucdcitos
circulantes, principalmente, neutréfilos, a proliferacio de esplendcitos, o recrutamento de
leucdcitos ao sitio da infeccdo e aumento de linfécitos T CD4+. Em relagdo aos mediadores
inflamatorios, foi observado que o tratamento com prépolis induziu o aumento da produgdo ex
vivo de 6xido nitrico por células peritoneais € a diminui¢do das citocinas inflamatorias (IL-6 e
TNF-a) plasmaticas. Finalmente, em experimento in vitro, macréfagos peritoneais foram
tratados com dexametasona (4ug/mL), por 48 horas, e, em seguida, tratados com propolis
(100pg/mL), durante 12 horas. Ao final, as células foram incubadas com C. albicans por 1
hora. Neste ensaio, foi observado que a propolis aumentou a fagocitose, sem, no entanto,
alterar a expressdo proteica de Dectina-1 e Receptor de manose. Em conclusdo, o extrato
padronizado de propolis aumentou a expectativa de vida e reduziu a disseminacdo de C.
albicans em camundongos imunosuprimidos. Tais efeitos, provavelmente devem-se a sua
capacidade de reverter a imunossupressao induzida pela dexametasona, recrutando e ativando
células imunes inatas para o sitio da infeccdo, além de reduzir as citocinas inflamatérias
séricas, diminuindo, assim, a progressao dos aspectos deletérios da candidemia sistémica.

Palavras-chave: Propolis. Dexametasona. Candida albicans. Imunomodulagdo. Sepse.



ABSTRACT

Propolis produced by bees Apis mellifera is a resinous balsamic material used to protect the
hive against fungi, bacteria, viruses and insects. Among the antimicrobial activities of
propolis already proven, the antifungal action observed in strains of Candida albicans,
commensal fungus of the oro-gastrointestinal tract and skin, associated with opportunistic
infections, local or systemic, especially in immunosuppressed patients, are highlighted. The
objective of this study was to evaluate the effect of treatment with standardized extract of
propolis on systemic infection caused by C. albicans in immunosuppressed mice. Initially the
C57Bl/ 6 mice were immunosuppressed with dexamethasone (3mg / kg) for one week and, on
the eighth day, were infected intraperitoneally with C. albicans blastopores (2x10°). After 24
hours of infection, the daily treatment of the animals with propolis at the doses of 10 and 100
mg/kg was initiated for 15 days intraperitoneally. Immunosuppression with dexamethasone
was maintained for all the analysis. At the end of the 15 days, all the animals treated with
propolis at the dose of 100 mg/kg were kept alive, while all the animals from the other groups
had already died. From then on, it was possible to investigate possible immunological
mechanisms to explain this effect. For this, the same protocol of immunosuppression and
infection described above was repeated, however, the treatment was performed in a single
application of propolis at a dose of 100 mg/kg, 24 hours after infection and the tests were
performed 24 hours after this treatment. Treatment with propolis reduced the colony forming
units in the peritoneum and spleen. In addition, propolis reversed dexamethasone-induced
immunosuppression, increasing the number of circulating leukocytes, mainly neutrophils,
proliferation of splenocytes, recruitment of leukocytes to the site of infection and increase of
CD4" T lymphocytes. Regarding the inflammatory mediators, it was observed that the
treatment with propolis induced the increase of the ex vivo production of nitric oxide by
peritoneal cells and the reduction of plasmatic inflammatory cytokines (IL-6 and TNF-a).
Finally, in an in vitro experiment, peritoneal macrophages were treated with dexamethasone
(4 pg/mL), for 48 hours, and then treated with propolis (100 pg/mL) for 12 hours. Then, cells
were incubated with C. albicans for 1 hour. In this assay, it was observed that propolis
increased phagocytosis, without, however, altering Dectin-1 and Mannose receptor
expression. In conclusion, the standardized extract of propolis increased life expectancy and
reduced C. albicans dissemination in immunosuppressed mice. Such effects are probably due
to its ability to reverse dexamethasone-induced immunosuppression, recruit and activate
effector immune cells to the site of infection, and reduce serum inflammatory cytokines,
thereby reducing the progression of the deleterious aspects of systemic candidemia.

Keywords: Propolis. Dexamethasone. Candida albicans. Immunomodulation. Sepsis.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia e prevaléncia de infec¢des fungicas invasivas tém aumentado desde os
anos 1980, especialmente, na grande populacdo de pacientes imunocomprometidos e/ou
aqueles hospitalizados com doencas sérias e debilitantes. A morbidade e mortalidade dessas
infeccdes sdo substanciais. Os fungos patogé€nicos mais comuns continuam sendo as espécies
de Candida e Aspergillus. A taxa de mortalidade associada com a candidiase invasiva é de
aproximadamente 0,6 mortes por 100.000 individuos/ano, enquanto que no caso da
aspergillose esse nimero foi de 0,25 por 100.000 em 2003, nos Estados Unidos (ESPINEL-
INGROFF et al., 2005; GUINEA, 2014), das espécies de Candida encontradas nas infec¢des
sist€émicas, a prevaléncia é de Candida albicans, correspondendo a 62,3% das cepas
(KULLBERG; ARENDRUP, 2015).

O tratamento clinico de infecgdes causadas por C. albicans, no momento, se da pelo
uso de antibidticos poliénicos, derivados azdlicos, alilaminas/tiocarbamatos, fluoropirimidinas
e equinocandinas. No entanto, os mesmos ainda deixam muito a desejar quanto aos requisitos
médicos, especialmente, pela alta toxicidade e o consequente nimero de efeitos colaterais
indesejaveis. Também tem sido descrito um nimero crescente de microrganismos resistentes
aos azois e as equinocandinas (LOTZ; BRUNNER; RUPP, 2007; WHO, 2014).

A descoberta de novos farmacos a partir de produtos naturais conduziu ao isolamento
de muitas substancias que ainda hoje sdo utilizadas clinicamente, ou entdo, serviram como
prototipos para a sintese de novos farmacos. Estima-se, que 40% dos medicamentos
disponiveis na terap€utica atual foram desenvolvidos a partir de fontes naturais: 25% de
plantas, 13% de microorganismos e 3% de animais. Dos farmacos aprovados no periodo entre
1981 e 2002, cerca de 60% eram produtos naturais, ou foram desenvolvidos a partir deles
(COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).

Produtos naturais s@o uma fonte promissora na busca de novos principios ativos, que
possam ser utilizados como terapia alternativa no tratamento de infec¢des oportunistas,
causadas por Candida, quando organismo se torna debilitado, ou imunocomprometido
(SPAMPINATO; LEONARDI, 2013). Dentre esses produtos naturais, a propolis tem sido um
dos produtos mais investigados.

A proépolis é produzida a partir de substancias e exsudatos existentes nas espécies
vegetais, em que se adicionam secrecdes proprias, visando a obtencdo de um material
maleédvel e balsamico, dotado de “atividade antibidtica natural” para a prote¢do da colmeia

frente aos agentes agressores, como fungos, bactérias, virus, insetos, dentre outros. A
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composi¢do da propolis varia em fungdo da regido de origem, mas de modo geral, estao
presentes os compostos flavonoides, como quercetina, aromadendrina, pinocembrina, etc.,
compostos fendlicos, com destaque para o artepellin C, baccharina e drupanina, no caso da
prépolis verde, além de 4cidos como p-cumadrico, caféico, feruilico, benzdico, dentre muitos
outros (LEITAO et al., 2004).

Tendo em vista a grande variabilidade encontrada nos diversos tipos de propolis,
mesmo entre aquela produzida pelas abelhas de Apis mellifera, surgiu a necessidade de
realizar a padronizacdo de um extrato de propolis. Esta preocupacdo levou a empresa Apis
Flora Ltda, parceira deste projeto, a realizar essa padronizacdo em relacdo aos aspectos
vegetais, quimicos e biolégicos do extrato. O extrato padronizado de Prépolis (EPP-AF®),
empregado no presente estudo, demonstrou atividade anti-inflamatéria (HORI et al., 2013),
antimicrobiana e cicatrizante (BARUD et al., 2013; BERRETTA et al., 2013), antiftingica
(DE CASTRO et al., 2011), dentre outras, e ja teve sua seguranca demonstrada por Reis et al.
(2000), determinaram que a DL50 foi maior que 3000mg/kg p.c,. por via oral, além de ndo ser
um produto citotdxico, nem apresentar potencial mutagénico por via oral (TAVARES et al.,
2007).

As recentes descobertas sobre o mecanismo de acdo antifiingica do extrato
padronizado de prépolis distinto e inédito em relacdo aos demais antifingicos cldssicos (DE
CASTRO et al., 2011), bem como o efeito anti-inflamatério decorrente da imunoregulacio
estudado em modelo local ou sist€tmico (MACHADO et al., 2012). Desse modo, levou a
hipétese de que o extrato padronizado de propolis reverte a imunossupressio e melhora o
estado clinico dos animais com sepse induzida por C. albicans.

Os dados obtidos neste trabalho, foram submetidos ao periédico Frontiers in
Immunology, secdao Inflammation (Qualis Al; Fator de impacto 5,69). Nesse artigo foi
demonstrado que o extrato de propolis aumenta a expectativa de vida em modelo
experimental de infeccdo por Candida albicans, reduzindo o nimero de unidades formadoras
de coldnia dos fungos, através da ativacdo da resposta imunoldgica, podendo tornar-se uma

terapia alternativa de paciente imunossuprimidos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biologia de Candida

O género Candida estd compreendido no reino Fungi, divisdio Eumycota, classe
Saccharomycetes familia Saccharomycetaceae. Encontrados associados principalmente, com
plantas, vegetacdo em putrefacdo, em insetos que se alimentam de plantas ou comida, e as
diferentes espécies encontradas sdo caracterizadas primariamente, pelos requisitos de
crescimento e fatores de viruléncia, diferencas fenotipicas, com relacio a morfologia,
dimensao e composicdo celular (DANIEL; LACHANCE; KURTZMAN, 2014; NEVILLE;
D’ENFERT; BOUGNOUX, 2015).

As espécies do género Candida, sdo predominantemente leveduriformes. Eles se
dividem por brotamento sem morfologia celular distinta, e sdo capazes de formar pseudohifas,
morfologia denominada dimodrfica e, polimorfica, possuindo a capacidade de formar
leveduras, pseudohifas e hifas verdadeiras (WHIBLEY; GAFFEN, 2015).

A transi¢do que separa células leveduriformes das formas filamentosas (pseudo-hifas e
hifas) é regulada por uma série de fatores ambientais que influenciam na morfologia de
Candida (Figura 1). O crescimento de leveduras de C. albicans, por exemplo, ocorre
predominantemente com pH baixo (<6), enquanto que em pH alto (>7) o crescimento é
predominantemente em hifas (KIM; SUDBERY, 2011). Além disso, a presenca de N-
acetolglucosamina, CO; e mecanismo de transducdo de sinais e fatores de transcrigdo,
desempenham importante papel na regulacdo da morfogénese, que influenciam na
transforma¢do morfolégica representando um importante fator de viruléncia (ALVAREZ;

KONOPKA, 2007; HUANG, 2012).
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Figura 1. Fases morfoldgicas do ciclo de Candida albicans. Fonte: Kim e Sudbery (2011).
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Assim como outros patégenos microbianos, a capacidade de C. albicans de aderir as
superficies hospedeiras ¢ um pré-requisito para a colonizacdo bem-sucedida e persisténcia
durante a infec¢@o. A maioria das infeccdes por C. albicans estd associada a sua capacidade
de formar biofilmes no tecido do hospedeiro ou superficies abi6ticas (MATHE; VAN DIICK,
2013; NETT; ANDES, 2006; TOURNU; VAN DIJCK, 2012;). Os biofilmes sdo comunidades
estruturadas de populacdes microbianas associadas a superficie, incorporadas em uma matriz
de polissacdridos extracelulares, proposta para fornecer protecdo as células do biofilme
(TSUL; KONG; JABRA-RIZK, 2016). As células incorporadas ao biofilme de C. albicans,
proporcionam um ambiente estdvel em que sdo protegidas do sistema imune do hospedeiro e
podem tolerar concentracdes extremamente elevadas de mediadores antimicrobianos (TAFF,
2014).

Virios fatores e propriedades de viruléncia sdo atribuidos a invasividade de Candida,
e sdo conhecidos por promover a formacao de biofilme e sua persisténcia no hospedeiro. A

propriedade de transi¢cdo morfoldgica, como os diferentes estdgios morfoldgicos (leveduras,
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pseudohifas e hifas) sdo responsdveis pela colonizagdo, crescimento e disseminagdo
(SAVILLE et al., 2003).

A forma de levedura tem sido associada tanto a adesdo inicial como a disseminagao,
enquanto que a forma de hifas filamentosas permite que C. albicans forme um biofilme e
invada o tecido hospedeiro (TSUI;, KONG; JABRA-RIZK, 2016). Outra propriedade
importante é a capacidade de Candida em produzir vdrias enzimas excretadas
extracelularmente, como lipases, esterases e aspartil proteinases segregadas (Saps), bem como
hemolisinas, envolvidas na invasdo de tecidos hospedeiros e na aquisicdo de nutrientes
(HOYER, 2001).

Além disso, a propriedade de viruléncia mais importante € a adesio mediada por
adesinas de parede celular; mais notdvel s@o as da familia de sequéncias de tipo aglutinina
(Als) e uma proteina de parede de hifa (Hwpl) que € crucial para a ligagdo de C. albicans a
receptores em tecidos hospedeiros (NAGLIK et al., 2004; WILLIAMS; LEWIS, 2011)
(Figura 2).
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Figura 2. Funcédo génica na formagdo de biofilme. Fonte: Findel (2011).
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Quanto a estrutura celular, as espécies de Candida apresentam parede celular bem
definida, com similaridade quanto a composi¢do - quitina, polissacarideos e proteinas-, no
entanto, as variacdes nas propor¢des desta composicdo sao visiveis entre as diferentes
espécies (HUANG, 2012; WHIBLEY; GAFFEN, 2015). Candida tropicalis, Candida
parapsilosis e Candida albicans, por exemplo, apresentam quantidade maior de quitina nas
paredes quando comparadas a Candida krusei e Candida glabrata, entretanto, esta espécie
apresenta 50% a mais de proteinas, mananas e menos glucanos do que C.albicans (COSTA-
DE-OLIVEIRA et al., 2013).

A parede celular de C. albicans é composta por hidratos de carbono e proteinas da
parede celular (CWPs), uma estrutura externa que define a forma e fornece a resisténcia fisica
da célula fungica, sendo uma barreira eficiente contra reacdoes imunitdrias humanas, além de
proteger do stress ambiental, como a pressdo osmoética (GOW; HUBE, 2012; LUO et al.,
2013). A parede celular do fungo representa, portanto, um alvo imunoldgico importante
devido aos Padrées Moleculares Associados ao Patégeno (PAMPs), que podem ativar e
modular as respostas imunes (NETEA et al., 2008; ROMANI, 2011).

A parede de C. albicans apresenta duas camadas distintas: uma camada externa
composta de glicoproteinas e uma camada interna, que contém um esqueleto de
polissacarideos (Figura. 3). A porcdo de hidratos de carbono, é de cerca de 80-90% com a
camada externa, predominantemente constituida por polimeros de O-e N-manoses (mananas)
que estdo covalentemente associadas com proteinas para formar glicoproteinas. A expressao
da camada de glicoproteina € altamente regulada durante a transi¢do de levedura a hifa e, os
genes que codificam essas proteinas especificas de transicdo para a forma de hifas sdo: a
proteina da parede de hifas 1 (Hwpl); proteina reguladora hyphally (Hyrl) e adesinas de
sequéncia de aglutinina-3 (Als3), como as isoenzimas proteases asparticas (SAPs). CWPs das
hifas sdo os principais antigenos especificos, e também funcionam como adesina e invasina

que podem modular a resposta imune (GOW et al., 2011).
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Figura 3. Estrutura da parede celular de C. albicans. Fonte: Gow et al. (2012).

Aproximadamente 314 espécies de Candida tém sido descritas, € 92 % causam
candidemia (DANIEL; LACHANCE; KURTZMAN, 2014). Dentre as espécies de maior
importancia médica estdo: C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, Candida parapsilosis e
Candida krusei. Destas, a mais comum, frequentemente isolada e mais virulenta ao homem, é
C. albicans (GUINEA, 2014).

Candida albicans ¢ um fungo oportunista que coloniza de modo comensal na
microbiota gastrointestinal, vaginal, mucosa oral e na superficie da pele (JABRA-RIZK et al.,
2016) de aproximadamente 50% dos individuos sauddveis (BROWN, 2012; KULLBERG;
ARENDRUP, 2015; NETEA et al.,, 2015; SUDBERY, 2011). Nesses varios locais de
colonizacdo por C. albicans, a sua proliferacdo € controlada pelo sistema imunolégico do
hospedeiro e a resisténcia a colonizagdo € proporcionada por outros membros da microbiota
(JABRA-RIZK et al., 2016).

No entanto, as interrup¢des no sistema imune do hospedeiro, funcdo de barreira ou
microambiente local (incluindo composi¢do de microbiota) podem levar a alteragdes no
crescimento e fisiologia de C. albicans (gene/expressdo protéica, metabolismo, morfologia),
ambos mediados por microbios e/ou mediados por hospedeiro que podem causar danos.
Dependendo da magnitude dos danos, ocorre a doenga, que pode ser aguda e/ou recorrente
por natureza (MATHE; VAN DIJCK, 2013; NAGLIK et al.,, 2011; PIROFSKI;
CASADEVALL, 2009).

2.2 Resposta imune a infeccao por Candida albicans

O primeiro passo para uma efetiva resposta imune anti-Candida, é o reconhecimento
do fungo pelo sistema imune inato. Nos tltimos anos, tem havido um entendimento de como

receptores de reconhecimento de padrdes ligados a membrana (PRRs), reconhecem varios
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PAMPs de levedura e formas filamentosas de Candida (HA et al., 2011; KULLBERG et al.,
1999).

Sabe-se que alguns componentes do sistema complemento, C3 e C5, o receptor de
complemento 3 (CR3), bem como os receptores de tipo Toll (TLR) -2 (em interagdo com
TLR1 e TLR6), TLR4, TLR7, e TLRY, as lectinas do tipo C (CLRs) como a dectina-1 e
dectina-2, os receptores de manose dos macrofagos (MMR), ndo integrina ligadora de ICAM3
especifica de células dendriticas (DC-SIGN), e macréfago induzido por lectina tipo C
(MINCLE) estdo entre PRRS dos PAMPs flingicos incluindo, manana, B-glucano, RNA e
DNA (Figura 4) (NETEA et al., 2015).

Virios destes PRRs sdo indispensdveis para a resposta do hospedeiro in vivo, uma vez
que, medeiam a indugdo da secre¢dao de citocinas pro-inflamatdrias € quimiocinas, € a
modulagdo da resposta imune inata e adaptativa antifiingica. De fato, interacdes sinérgicas
entre diferentes PRRs, resultando na ativacdo imunoldgica, foram demonstradas, por

exemplo, entre os receptores de TLRs e CLRs, ou C5a e TLRs (LUO et al., 2013).
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Figura 4. Reconhecimento de Candida albicans por células da imunidade inata. Fonte: Netea et al.

(2015a).

Os receptores do tipo Toll sdo responsdveis pelo reconhecimento de diversas
estruturas microbianas. Além disso, os TLRs citoplasmaticos, receptores de interleucina 1

(TIR) e MyDS88 sao responsaveis pela indugao de respostas intracelulares. Os principais TLRs
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para reconhecimento de C. albicans sao do tipo 2 e 4 (GIL; GOZALBO, 2006a;b). Esses dois
tipos de Toll, estdo envolvidos na inducdo da producdo de citocinas proinflamatérias e
protecao do hospedeiro (NETEA et al., 2004).

O ligante de B-glucano que tem sido mais estudado € a dectina-1 (Clec7a), um CLR
expresso em neutréfilos e principalmente em mondcitos/macréfagos, que induz produgdo de
citocinas, bem como a internaliza¢do do fungo por “sinapse fagocitica”. A dectina-1 induz a
sinaliza¢do intracelular por meio de um adaptador de recrutamento de caspase contendo
dominio de proteina 9 (CARD9) ou do fator nuclear-xB (NF- «B) por meio da sinaliza¢ao
RAF1 (GALES et al., 2010; STRASSER et al., 2012). Além de induzir uma resposta direta, a
dectina-1 amplifica a resposta de TLR2 e TLR4, bem como impede a liberacdo de redes
extracelulares de neutrofilos (NETs) descontrolada durante a infeccdo (BRANZK et al.,
2015).

Outro importante PAMP sdo as mananas, que sdo os reconhecidos por vérios CLRs,
incluindo receptor de manose (MMR), dectina-2, DC-SIGN e Mincle. Os MMR sdo
principalmente expressos em macrofagos e reconhecem N-manana de Candida. A sinalizagao
via. MMR, tem um papel importante na e