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Resumo 



Resumo 

FRAGA-SILVA, T. F. C. Efeito da infecção com Candida albicans no desenvolvimento da 

Encefalomielite Autoimune Experimental. 2016. 100 p. Tese (Doutorado) – Instituto de 

Biociências de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2016. 

A esclerose múltipla é uma doença autoimune ainda sem cura que acomete o sistema nervoso 

central (SNC). Evidências observadas em pacientes e em modelos experimentais indicam que 

infecções fúngicas e/ou derivados fúngicos podem contribuir com a patogênese da doença. 

Neste contexto, o objetivo deste projeto foi avaliar o efeito da infecção por Candida albicans 

e derivados fúngicos no desenvolvimento da encefalomielite autoimune experimental (EAE) 

que é o modelo murino desta patologia. Para avaliar o papel da infecção, camundongos 

C57BL/6 foram infectados com C. albicans três dias antes da indução da EAE. A infecção 

prévia agravou os sinais clínicos da doença. Este agravamento foi relacionado com a 

disseminação do fungo para o SNC e aumento da produção de citocinas encefalitogênicas 

(TNF-𝛼, IL-6, IL-17 e IFN-𝛾) tanto na periferia (baço) quanto no SNC. Para avaliar o efeito 

de derivados fúngicos no desenvolvimento da EAE, camundongos foram inoculados com três 

doses de gliotoxina ou de leveduras mortas de C. albicans após a indução da doença. A 

inoculação de gliotoxina resultou em sintomatologia mais grave, associada com um intenso 

infiltrado inflamatório e maior produção de TNF-α no SNC. De forma distinta a inoculação de 

leveduras mortas resultou em uma doença bem mais branda, com menor porcentagem de 

células apoptóticas e baixa produção de citocinas encefalitogênicas no SNC. Considerando 

que recentemente nosso grupo de pesquisa demonstrou que a vacinação com MOG associada 

à vitamina D (MOG+VitD) preveniu a encefalomielite, investigamos também se a infecção 

por C. albicans é capaz de quebrar a tolerância induzida por esta vacinação. Para isto, 

camundongos foram vacinados com MOG+VitD, infectados com C. albicans e depois 

submetidos à indução da EAE. A vacinação determinou proteção caracterizada por melhora 

significativa da sintomatologia, decréscimo acentuado na produção de citocinas 

encefalitogênicas no baço e no SNC e expansão de células T reguladoras. No seu conjunto os 

resultados desta investigação indicam que derivados fúngicos, dependendo de suas 

características, podem ser deletérios ou protetores no desenvolvimento da EAE.    

Palavras-chave: Candida albicans; candidíase sistêmica; encefalomielite autoimune 

experimental; esclerose múltipla. 
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Abstract 

FRAGA-SILVA, T. F. C. Effect of Candida albicans infection on experimental autoimmune 

encephalomyelitis development. 2016. 100 p. Thesis (PhD) – Institute of Biosciences of 

Botucatu, São Paulo State University, Botucatu, 2016. 

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune disease that affects the central nervous system 

(CNS). Data from patients and experimental models suggest that fungal infection and fungal-

derived antigens could contribute to the immunopathogenesis of this pathology. The main 

objective of this research was to investigate the effect of C. albicans and fungal derivatives on 

experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) that is a widely employed animal model 

to study MS. Initially, C57BL/6 mice were infected with C. albicans and three days later they 

were submitted to EAE induction. Infected animals developed a more severe disease 

associated with fungus spread to the CNS and increased production of encephalitogenic 

cytokines as TNF-α, IL-6, IL-17 and IFN-γ by cells from the spleen and the CNS. To test the 

effect of fungal derivatives mice were submitted to EAE induction and then injected with 

three doses of gliotoxin or dead yeasts of C. albicans. Gliotoxin inoculation resulted in 

clinical disease aggravation, higher local inflammatory infiltration and higher production of 

TNF-α by the CNS. Dead C. albicans inoculation determined a less severe disease associated 

with a lower production of encephalitogenic cytokines and a lower degree of apoptosis by 

CNS eluted cells. Lastly we demonstrated that C. albicans infection did not disrupt the 

prophylactic efficacy of MOG+VitD tolerogenic vaccination. Even in infected mice this 

vaccine decreased clinical signs, downmodulated the production of encephalitogenic 

cytokines and also increased the percentage of regulatory T cells. All together these results 

indicate that C. albicans infection and gliotoxin inoculation aggravate EAE development 

whereas dead C. albicans inoculation protected the animals.  

Keywords: Candida albicans; candidíase sistêmica; experimental autoimmune 

encephalomyelitis; multiple sclerosis. 
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1. Introdução

1.1. Esclerose múltipla e encefalomielite autoimune experimental 

A esclerose múltipla (EM) é uma doença inflamatória e desmielinizante do Sistema 

Nervoso Central (SNC) que é a principal causa de incapacidade neurológica em adultos 

jovens (Hohlfeld, 2009). A doença acomete mais mulheres do que homens, na proporção 2:1. 

A maior incidência ocorre na Europa (80 a cada 100.000) e a menor incidência na África (0,3 

a cada 100.000); no continente Americano a incidência é de 8,3 casos a cada 100.000 

habitantes (WHO, 2008). O número estimado de pessoas com EM aumentou de 2,1 milhões 

em 2008 para 2,3 milhões em 2013 (Browne et al., 2014). Inicialmente a maioria dos 

pacientes apresenta um quadro transitório de sintomas, com períodos de exacerbação e 

remissão da doença; a este pode se seguir a fase secundária progressiva, caracterizada por 

perdas irreversíveis e neurodegeneração (Imitola et al., 2005; Hohlfeld, 2009). As 

manifestações clínicas iniciais da EM incluem fraqueza de um ou mais membros, perda de 

visão, falta de coordenação motora e parestesia (Silberberg, 1992).  

A causa e a patogênese da EM não são completamente conhecidas, mas os estudos 

indicam que esta é, fundamentalmente, uma doença autoimune mediada por células Th1/Th17 

com especificidade para antígenos do SNC. Essa assertiva se baseia tanto no quadro 

histológico, que envolve a infiltração de macrófagos e linfócitos T e B (Lucchinetti et al., 

2000) como no fato de citocinas como TNF-, IFN- e IL-17 estarem envolvidas no processo 

inflamatório e subsequente degeneração axonal, morte dos oligodendrócitos e disfunção 

neuronal (Elloso et al., 2005; Sospedra & Martin, 2005; Furuzawa-Carballeda et al., 2007). 

As principais características histopatológicas da EM são: presença de infiltrado inflamatório 

composto por linfócitos T e B e macrófagos; desmielinização, ocasionada pela destruição da 

bainha de mielina ou pela morte dos oligodendrócitos; dano ou perda dos axônios e gliose, 

que se caracteriza por aumento do número de células da glia na substância branca em resposta 

ao dano no SNC (Constantinescu et al., 2011). 

 Experimentalmente a EM é estudada utilizando-se o modelo denominado 

encefalomielite autoimune experimental (EAE) que é induzida em ratos e camundongos por 

imunização com antígenos derivados de mielina (myelin basic protein - MBP, proteolipid 

protein - PLP, myelin oligodendrocyte glycoprotein - MOG ou peptídeos derivados destas 

proteínas) associados com o Adjuvante Completo de Freund (ACF). A transferência adotiva 
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de linfócitos com receptores de célula T (TCR) específicos para mielina, em animais sadios, 

também desencadeia a doença, indicando que a EAE é uma doença autoimune mediada pela 

imunidade celular (Link & Xiao, 2001). Em ratos Lewis a EAE se manifesta como doença 

aguda, grave e monofásica, caracterizada por infiltrado mononuclear meníngeo, perivascular e 

parenquimal no SNC (Link & Xiao, 2001). Nestes animais, a EAE é de recuperação 

espontânea e está associada ao desenvolvimento de células T supressoras (Varriale et 

al.,1994). Embora este modelo seja bastante utilizado, o modelo murino mimetiza melhor o 

decurso crônico e/ou de exacerbação-remissão visto na patologia humana (Gold et al., 

2006). Exemplo disso é a paralisia e o extenso processo de desmielinização, desencadeados 

pela imunização de camundongos C57BL/6 com o peptídeo (35-55) derivado de MOG 

(MOG35-55). Após a imunização, os animais desenvolvem uma doença crônica que perdura 

por, pelo menos, 45 dias (Bernard et al., 1997). De acordo com Murphy e colaboradores 

(2010) a partir do sétimo dia após a indução da EAE já ocorre aumento significativo de 

linfócitos produtores de IL-17 (CD3
+
CD4

+
IFN-γ

-
IL-17

+
) no baço, no cérebro e na medula

espinhal de camundongos C57BL/6 com EAE induzida por MOG35-55. O modelo da EAE 

induzida por MOG35-55 em camundongos C57BL/6 tem sido bastante explorado, 

especialmente em estudos envolvendo procedimentos imunomoduladores e terapêuticos.  

De modo geral, a maioria dos autores concorda que fatores ambientais, como os 

agentes infecciosos, em conjunto com fatores genéticos, favorecem o desencadeamento ou 

agravamento desta doença. Vírus, como Epstein-Barr e vírus herpes tipo 6, têm sido 

classicamente associados com EM (Sundqvist et al, 2011; Tait & Straus, 2008). A 

possibilidade de que infecções fúngicas, como as causadas pela Candida albicans, possam 

contribuir para a gravidade desta patologia tem sido sugerida mais recentemente (Benito-León 

et al, 2010; Pisa et al, 2011; Pisa et al, 2013).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sundqvist%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tait%20AR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tait%20AR%22%5BAuthor%5D
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1.2. Candida albicans: aspectos gerais e resposta imune 

O gênero Candida abrange fungos pleomórficos que vivem como comensais no trato 

gastrointestinal e urinário de muitas espécies de mamíferos. Em indivíduos sadios raramente 

causam infecção persistente, mas sob certas circunstâncias, esses fungos podem agir como 

patógenos, com envolvimento frequente de órgãos vitais como o cérebro, fígado e rins (Van 

De Veerdonk et al., 2010). Candida spp. é o patógeno mais comum em infecções fúngicas 

hematogênicas (Arendrup, 2013), sendo a C. albicans a espécie mais frequente, seguida pela 

C. tropicalis, C. do complexo psilosis e C. glabrata (Nucci et. al., 2010).

Enquanto estão nas mucosas, isto é, em sua forma comensal, esses fungos encontram-

se na forma de leveduras; ao atingir tecidos mais profundos, se transformam em hifas e/ou 

pseudohifas, que são formas virulentas do fungo (Brown & Gow, 1999). Este processo 

(morfogênese) constitui seu principal mecanismo de virulência. Segundo alguns 

pesquisadores, ele estaria relacionado, pelo menos em parte, ao fato das hifas impedirem a 

maturação de células dendríticas (DCs) e a ativação do sistema complemento (Romagnoli et 

al., 2004; Van Der Graaf et al., 2005).  

Os mecanismos que mantêm o fungo no estado comensal e impedem a passagem para 

a circulação sistêmica dependem tanto da resposta imune inata como da adaptativa (Fidel & 

Huffnagle, 2005). Os neutrófilos são as células mais eficientes para matar e/ou inibir a 

formação de hifas e pseudohifas (Schuit, 1979). O reconhecimento do fungo pelas células da 

imunidade inata se dá por diferentes receptores de reconhecimento de padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs) como, por exemplo, os do tipo toll-like (TLR), a dectina-1 e 

o receptor de manose (Netea et al, 2006). Destes, os TLRs são os mais estudados. Em DCs, o

reconhecimento das leveduras ocorre via TLR-4 e resulta na produção de citocinas pró-

inflamatórias e indução de resposta adaptativa do tipo Th1 (d’Ostiani et al., 2000). Por outro 

lado, a interação com as hifas ocorre via TLR-2 e resulta na produção de citocinas anti-

inflamatórias e na indução de uma resposta adaptativa do tipo Th2 (Netea et al.; 2002, Kundu 

& Noverr; 2011). Segundo Curtis & Way (2009) a subpopulação de células Th17 confere 

proteção contra bactérias extracelulares e fungos, como a C. albicans. A possibilidade das 

células Th17 estarem envolvidas na modulação das candidíases é apoiada pelos achados de 

Saijo & Iwakura (2011). Segundo estes pesquisadores, a ligação das moléculas fúngicas β-

glucanas e α-mananas aos receptores dectina-1 e dectina-2, presentes em DCs e macrófagos, 

levaria a indução e expansão de células Th17.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schuit%20KE%22%5BAuthor%5D
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Embora sejam raros os relatos clínicos de acometimento do cérebro em pacientes com 

candidíase sistêmica, Candida spp. é frequentemente encontrada em cérebro de pacientes que 

morreram devido à esta infecção (Parker et al, 1981). A disseminação deste patógeno para o 

cérebro é mais comum em recém-nascidos (Faix & Chapman, 2003), sendo também 

responsáveis por grande parte dos abcessos cerebrais em pacientes imunocomprometidos 

(Yampolsky et al, 2010). O acometimento do SNC associado à candidíase sistêmica 

experimental vem sendo relatado por alguns autores. Lionakis e colaboradoes (2011) 

observaram expansão significativa da microglia no cérebro de camundongos C57BL/6 fêmeas 

após infecção. Os autores sugerem que a gliose associada ao acúmulo transitório de 

neutrófilos controla a infecção no cérebro. Recentemente constatamos que na infecção 

sistêmica utilizando a cepa FCF14, o fungo se dissemina para o cérebro e induz migração de 

fagócitos peritoneais para os focos de infecção (Fraga-Silva et al., 2013). 

Para invadir o SNC a C. albicans precisa atravessar a barreira hemato-encefálica 

(BHE). As células endoteliais da microvasculatura do cérebro (Human Brain Microvascular 

Endothelial Cells – HBMECs) diferem das células endoteliais dos vasos sistêmicos. Segundo 

Jong e colaboradores (2001) a C. albicans é capaz de penetrar nestas células e de determinar a 

formação de pseudohifas em seu interior. Além disto, estes autores constataram que a C. 

albicans é capaz de atravessar estas células através de transcitose. A identificação de algumas 

moléculas que participam deste processo de migração foi recentemente descrita. Liu e 

colaboradores (2011) descreveram que a C. albicans infecta o cérebro ligando-se a gp96, uma 

proteína de choque térmico, expressa exclusivamente em HBMECs. Esta proteína é 

reconhecida pela Als3 (invasina fúngica) da C. albicans, o que permite a internalização do 

fungo pela célula endotelial e sua disseminação para o SNC.  
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1.3. Relação entre esclerose múltipla e fungos 

A possibilidade de que toxinas fúngicas possam contribuir ou mesmo ser agentes 

causais da EM foi sugerida na década de 80, mas foi negligenciada durante vários anos. 

Recentemente, entretanto, este assunto foi alvo de revisão por Purzycki e Shain, (2010). 

Segundo esta revisão, certas espécies de fungos como Aspergillus e Candida conseguiriam 

evadir-se da resposta imunológica por se encontrarem revestidos com uma capa de manana. 

Esta característica lhes permitiria sobreviver no organismo humano, em um sítio não 

neurológico e liberar seus metabólitos continuamente para a corrente sanguínea. Entre estes 

produtos existem toxinas que são capazes de alterar a permeabilidade da BHE e atingir o SNC 

onde causariam degradação e liberação de componentes da bainha de mielina. É possível, 

portanto, hipotetizar que os autoantígenos assim liberados atinjam os órgãos linfoides 

secundários desencadeando uma resposta autoimune específica. 

A possível contribuição de componentes fúngicos para o desenvolvimento da EM é 

sustentada tanto por achados em modelos experimentais como por algumas evidências 

observadas em pacientes com EM. Por exemplo, fumonisina B é uma micotoxina produzida 

pelo Fusarium verticillioides, comumente encontrado em produtos agrícolas e também em 

locais com excesso de umidade. Esta substância é tóxica para células da microglia e também 

para astrócitos primários obtidos de camundongos (Stockmann-Juvala & Savolainen, 2008). 

Além disto, esta toxina altera a síntese de esfingolipídeos. Coincidentemente, foi demonstrado 

que nos pacientes com EM ocorre uma mudança na composição lipídica dos neurônios 

caracterizada por aumento no conteúdo dos fosfolipídeos e diminuição na quantidade de 

esfingolipídeos (Wheeler  et al., 2008). Do mesmo modo, experimentos realizados em ratos 

têm mostrado que a micotoxina penitrem A produzida pelo Penicillium crustosum causa 

tremores prolongados, ataxia, pseudoparalisis e grave disfunção neurológica (Cavanagh et al., 

1998). 

Outra toxina fúngica associada com alterações no SNC é a gliotoxina, um metabólito 

termo-estável produzido por várias espécies de Aspergillus e Candida (Kosalec & Pepeljnjak, 

2005). A produção da gliotoxina por Candida vem sendo discutida. Kupfahl e colaboradores 

(2007) analisaram 100 isolados clínicos de diferentes espécies de Candida e não constataram 

a produção de gliotoxina intracelular ou extracelular in vitro. Kosalec e colaboradores (2008) 

também não detectaram a produção de gliotoxina ou metabólitos similares em diferentes 

cepas de C. albicans e C. dubliniensis cultivadas em meio sintético. Entretanto, alguns autores 
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sugerem a produção de gliotoxina ou gliotoxina-like por diferentes cepas de Candida. Shah e 

Larsen (1991) analisaram 50 cepas de Candida cultivadas durante sete dias e observaram que 

32 cepas produziram uma substância semelhante à gliotoxina comercial, chamada de 

gliotoxina-like. Estes mesmos autores identificaram a gliotoxina em amostras vaginais de 

pacientes com candidíase vaginal e sugerem que a gliotoxina esta relacionada à virulência de 

C. albicans (Shah et al, 1995). Esta virulência ocorreria devido aos efeitos tóxicos 

comprovados da gliotoxina e também pelo fato da gliotoxina afetar a capacidade de invasão e 

disseminação do fungo, exacerbando a infecção (Kosalec & Pepeljnjak, 2004).  

A inoculação intraperitoneal de gliotoxina em ratos determina a morte apoptótica de 

astrócitos e oligodendrócitos (Willis et al., 2004). Evidência mais direta da participação da 

gliotoxina na patogênese da EM foi descrita por Ménard e colaboradores (1998). Estes autores 

constataram, inicialmente, que o líquido cérebro-espinhal destes pacientes, mesmo quando 

termo-inativados, causavam morte apoptótica de astrócitos e de oligodendrócitos, mas não de 

outros tipos celulares, como fibroblastos e células endoteliais. O fator envolvido nesta 

citotoxicidade seletiva foi identificado como sendo a gliotoxina. Esta atividade gliotóxica foi 

inclusive identificada na urina de pacientes com EM, tendo sido sugerido que sua detecção 

serviria como um marcador para acompanhar recidivas ou fazer correlação com a intensidade 

da doença (Malcus-Vocanson et al., 1998). 

Trabalhos recentes reforçam a possível participação de Candida spp. na EM. Benito-

León et al. (2010), mostraram uma associação significativa entre níveis de anticorpos séricos 

entre Candida e EM. No estudo de Pisa et al. (2011) foi constatada a presença de 

macromoléculas fúngicas, de B-1,3-glucana e de anticorpos anti-Candida no sangue 

periférico de um paciente com EM. Anticorpos específicos e antígenos de Candida também 

estavam presentes no líquido cefalorraquidiano deste indivíduo. Recentemente, estes autores 

comprovaram a presença de antígenos de Candida no líquor de vários pacientes com EM 

(Pisa et al, 2013). Apesar da relevância deste assunto, o mesmo não tem sido estudado de 

forma mais detalhada. Neste contexto, nossa proposta de trabalho é, em linhas gerais, 

investigar a relação da C. albicans com a EAE que é um modelo de EM.   
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1.4. Relação entre esclerose múltipla e vitamina D 

O tratamento para esclerose múltipla inclui medicamentos que visam reduzir a 

frequência e a gravidade das exacerbações, mas não ocorre cura da doença. Assim, em sua 

fase aguda, a EM é usualmente tratada com corticosteroides enquanto que em sua fase crônica 

utilizam-se drogas imunomoduladoras como o IFN- e o acetato de glatiramer (Gold & 

Wolinsky, 2010). Atualmente outras drogas têm sido associadas ao tratamento da EM, como 

mitoxantrone, fingolimod e natalizumab (Castro-Borrero et al, 2012). Dados gerais sobre os 

mecanismos de ação destas drogas são descritos na tabela 1. Além disso, um grande número 

de ensaios clínicos tem sido conduzido para avaliar a segurança e eficácia de novas drogas, 

incluindo alemtuzumab, fumarato de dimetila, laquinimod, rituximab, daclizumab e cladribina 

(Minagar, 2013). 

Estudos epidemiológicos têm demonstrado que a deficiência de vitamina D3 pode 

estar relacionada à etiologia da EM (Ascherio et al., 2012). Os trabalhos realizados por 

Munger e colaboradores mostraram que os níveis séricos de vitamina D3 (VitD) são 

significativamente menores em pacientes com EM em comparação com os níveis encontrados 

em indivíduos saudáveis. Recentemente foi demonstrado que a suplementação com VitD está 

associada com redução do risco de desenvolver a doença (Munger et al., 2004; Munger et al., 

2006). Em um estudo clínico de fase 2 foram avaliados 49 pacientes com EM, sendo 25 

tratados com altas doses de VitD durante 52 semanas (Burton et al, 2010). Neste estudo, não 

foram observados efeitos adversos relacionados às altas doses de VitD e os pacientes tratados 

apresentaram menor quantidade de recidivas da doença e redução na proliferação de linfócitos 

T em comparação com indivíduos controle (Burton et al, 2010).  

Nos últimos anos nosso laboratório vem explorando o conceito de imunização 

tolerogênica profilática e terapêutica em modelos experimentais de artrite e EM. Temos 

seguido a linha de investigação que avalia a eficácia das imunizações diretas, ou seja, 

inteiramente in vivo, uma vez que estas estratégias poderiam ser mais facilmente traduzidas 

do modelo animal para o paciente. A substância de escolha é a VitD não só porque seus 

efeitos imunomoduladores estão bem estabelecidos mas também porque acredita-se que ela 

tenha um papel importante na redução do risco de desenvolver doenças autoimunes e 

infecciosas (Yin & Agrawal, 2014). 
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Tabela 1. Mecanismos de ação de drogas utilizadas no tratamento da esclerose múltipla. 

Droga Mecanismo de ação Referência 

IFN-β1a/ IFN-β1b 

(Avonex, Rebif, 

Betaseron) 

APCs - diminui a apresentação de antígenos e a 

ativação de células T; Células T - diminui a 

produção de citocinas inflamatórias e 

determina expansão de células T reguladoras; 

Células B - diminui a expressão de MHC II e 

CD80, aumenta a produção de IL-10 e TGF-β.  

Kasper & Reder, 

2014 

Acetato de 

glatiramer 

(Capoxone) 

APCs - compete pela ligação com o MHC II 

bloqueando a interação de antígenos da mielina 

com MHC II; Células T - diminui a expansão 

de Th17 e induz expansão de Th2 e células T 

reguladoras; Células B - aumenta a produção 

de anticorpos e citocinas anti-inflamatórias 

como a IL-10; Células do SNC - induz 

proliferação, migração e diferenciação de 

células neuronais progenitoras e 

oligodendrócitos, resultando em 

remielinização. 

Aharoni, 2014 

Mitoxantrone 

(Novantrone) 

Células T - inibe a proliferação de células Th e 

a produção de citocinas inflamatórias; Células 

B - induz apoptose de células B. 

Minagar 2013 

Fingolimod 

(FTY 720, Gilenya) 

Células T - impede a migração de células T 

autorreativas para o sangue periférico e 

também para o SNC; Células do SNC - induz 

migração e diferenciação de células neuronais 

progenitoras, proliferação de astrócitos e 

expansão de células progenitoras de 

oligodendrócitos, resultando em 

remielinização. 

Gajofatto et al., 

2015 

Natalizumab 

(Tysabri) 

Células T e B - inibe a aderência e subsequente 

migração de linfócitos através da BHE, 

atenuando a inflamação do SNC. 

Salhofer-Polanyi 

& Leutmezer, 

2014 
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Inicialmente a atividade biológica do hormônio 1α,25(OH)2D3 (VitD; calcitriol) foi 

focada na regulação da homeostasia de cálcio e fósforo. Mas atualmente já se sabe que seus 

efeitos biológicos se estendem a diversos tipos celulares, como por exemplo, as células do 

sistema imunológico e do SNC (Kongsbak et al., 2013; Eyles et al., 2005). O papel da VitD 

nas imunidades inata e específica é mediado por via endócrina, ou seja, através do calcitriol 

circulante, por via parácrina (em células adjacentes ou próximas) e também por via autócrina 

(dentro da própria célula) (Lang et al., 2013). Este efeito tão amplo e relevante da VitD no 

sistema imune está relacionado com a existência de receptores para VitD (VDR) na maioria 

das células deste sistema (Wöbke et al., 2014). Além disso, o sistema imune é capaz de 

produzir a enzima 25-hidroxivitamina D-1α- hidroxilase que converte a forma circulante da 

vitamina D na forma ativa. Células típicas da imunidade inata tais como monócitos, 

macrófagos e DCs não só expressam VDR como também produzem a hidroxilase acima 

citada. De forma geral, a adição de VitD em monócitos/macrófagos resulta em diminuição da 

produção de derivados de O2, de NO e das citocinas pró-inflamatórias (Neve et al., 2014; Jain, 

2013). Acredita-se que esta inibição, que aparentemente contrasta com a atividade 

microbicida da VitD, seja um efeito de feedback negativo para manter a homeostase, ou seja, 

evitar uma resposta inflamatória excessiva. Foi recentemente demonstrado por Chen et al., 

2013, que a sinalização via VDR atenua a inflamação mediada por receptores do tipo Toll em 

macrófagos.   

Outra atividade relevante da VitD é a modulação de DCs e a indução de células T 

reguladoras (Tregs). DCs humanas diferenciadas na presença de calcitriol são imaturas e se 

caracterizam por expressão reduzida de CD1a, MHC II, CD40, CD80 e CD86 (Adorini & 

Penna, 2009). Estas células também produzem menor quantidade de IL-12 e maior 

concentração de IL-10. Estes efeitos em conjunto determinam uma condição tolerogênica na 

qual estas DCs se tornam incapazes de estimular a proliferação de células T. Este fenômeno 

tem sido, pelo menos em parte, atribuído à geração de Tregs, pois a co-cultura de DCs pré-

tratada com calcitriol e células T CD4
+
CD25

+
 leva à indução de células Tregs CD4

+
FoxP3

+

(Penna et al., 2005). A VitD também atua sobre células T produtoras de IL-17. Hamzaoui e 

colaboradores (2014) demonstraram que a adição de VitD inibiu a diferenciação de células 

TCD4
+
 em células TCD4

+
IL-17

+
 tanto em pacientes com asma quanto em controles normais.

Seu efeito sobre células Th2 é menos claro, sendo que alguns relatos indicam aumento da 

produção de IL-4, IL-5 e IL-10 (Boonstra et al., 2001; Sloka et al., 2011), enquanto outros 

mostram redução no número de células produtoras de IL-4 ou até mesmo ausência de efeito 
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(Dimeloe et al., 2010). A dependência das concentrações utilizadas in vitro tem sido apontada 

como causa destes resultados contraditórios.  

Recentemente tem sido demonstrado o papel imunomodulador benéfico da VitD na 

EAE. Chang e colaboradores demonstraram que camundongos C57BL/6 tratados com VitD 

apresentaram melhora significativa na sintomatologia acompanhada de redução na produção 

de citocinas pró-inflamatórias (IL-17, IFN-γ e IL-22) (Chang et al., 2010). A administração de 

VitD ou a transferência adotiva de DCs imaturas induzidas pela VitD foram capazes de 

expandir a população de células Tregs reduzindo a gravidade da EAE (Farias et al., 2013). 

Também foi demonstrado em camundongos C57BL/6 que a suplementação de vitamina D 

determinou efeito profilático e terapêutico mediado pela IL-10 (Spach et al., 2006). 

Dentro deste contexto, o aspecto mais inovador desta linha de pesquisa do laboratório 

é investigar se a VitD funciona como um adjuvante tolerogênico quando associada com 

antígenos específicos. O possível papel de drogas imunossupressoras como adjuvantes 

tolerogênicos só foi investigado mais recentemente. Kang et al. (2008), por exemplo, 

demonstraram que camundongos BALB/c sensibilizados com OVA poderiam ser 

dessensibilizados por um tratamento concomitante com um peptídeo de OVA e 

dexametasona. Este processo de tolerização foi associado com bloqueio na maturação de DCs 

e com expansão de Tregs FoxP3+. Estes autores também constataram que a dexametasona era 

tolerogênica e profilática em camundongos NOD quando associada com um peptídeo 

derivado de insulina. Kang et al. (2009) mostraram que este conceito também era válido na 

EAE. A imunização de camundongos com uma vacina gênica contendo o gene da MOG na 

presença de FK506 preveniu o desenvolvimento da EAE. 

Nesta área de pesquisa mostramos recentemente que a inoculação, em camundongos 

C57BL/6, de MOG na presença de VitD, preveniu o desenvolvimento da EAE. Estes estudos 

geraram dois trabalhos, sendo um deles relativo ao efeito profilático (Mimura et al., 2016) e o 

outro relacionado com o efeito terapêutico (Chiuso-Minicucci et al., 2015). 
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1.5. Racional do projeto 

A EM é uma doença autoimune grave que acomete o SNC. Acredita-se que fatores 

ambientais tais como agentes infecciosos possam agravar ou até mesmo desencadear esta 

patologia. Evidências observadas em pacientes e em modelos experimentais indicam que 

fungos podem contribuir com a patogênese da EM. Neste contexto, o objetivo deste projeto é 

avaliar o efeito da infecção com C. albicans e do contato com derivados fúngicos no 

desenvolvimento da EAE que é o modelo utilizado para estudos desta patologia. 

Nossa hipótese de trabalho é que a infecção com C. albicans e o contato com 

derivados fúngicos agrave esta doença. Este possível agravamento ocorreria, por exemplo, 

pela presença de toxinas fúngicas na circulação que seriam capazes de alterar a 

permeabilidade da BHE e, assim, penetrar no SNC, causando lesão do tecido nervoso e 

liberação de autoantígenos. Alternativamente a presença do fungo ou dos antígenos no SNC 

seria capaz de determinar uma reação inflamatória específica para o fungo que contribuiria 

para a expressão clínica da EAE. Alternativa ou concomitantemente, a presença do fungo e/ou 

derivados fúngicos no SNC poderia contribuir com a liberação de neuroantígenos.  

Considerando ainda a necessidade de estratégias mais específicas e que sejam eficazes 

mesmo na presença de outros fatores agravantes da EM como as infecções, por exemplo, 

objetivamos ainda investigar se o fungo interfere na eficácia profilática da associação de 

MOG com VitD.   
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5. Conclusões 

 

I. A infecção sistêmica prévia por C. albicans antecipou e agravou os sinais clínicos 

da encefalomielite autoimune experimental (EAE). Este agravamento foi associado 

com disseminação do fungo para o sistema nervoso central (SNC) e intensificação 

da resposta autoimune, tanto na periferia quanto no SNC.  

II. A inoculação sistêmica de derivados fúngicos desencadeou efeito deletério ou 

protetor que dependeu da identidade do componente fúngico. A administração de 

gliotoxina resultou no agravamento da EAE que foi concomitante com aumento de 

infiltrado inflamatório e maior produção de TNF-α no SNC.  Este agravamento 

também pode estar associado com permeabilização da barreira hematoencefálica 

e/ou efeito citotóxico direto da gliotoxina em células do SNC. Distintamente, a 

administração de leveduras mortas de C. albicans determinou um efeito protetor 

provavelmente associado com a migração, para o SNC, de células Th2 específicas 

para C. albicans. 

III. O efeito profilático da associação de um antígeno da mielina com vitamina D foi 

eficaz mesmo em animais com doença agravada pela infecção por C. albicans, 

indicando que o expressivo agravamento causado pelo fungo não quebrou a 

tolerância determinada pela vacinação.     

 

O presente estudo contribuiu para o esclarecimento da participação de fatores 

ambientais na etiologia da esclerose múltipla, mostrando que derivados fúngicos podem 

agravar ou proteger contra o desenvolvimento da EAE que é o modelo experimental para 

estudo desta doença humana. Esta abordagem sugere que o assunto é complexo e que 

merece uma investigação aprofundada no sentido de revelar quais derivados fúngicos 

agravam a doença e quais têm potencial protetor.  

 

 




