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Influence of testosterone on macrophages activity cocultured
with Trichophyton mentagrophytes.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da
testosterona sobre a atividade funcional de macréfagos
murinos residentes frente ao Trichophyton mentagro-
phytes. Nas condi¢oes ensaiadas, a testosterona influen-
ciou a liberacao da H.O, levando a redugao da atividade
microbicida dos macréfagos, facilitando o crescimento
e diferenciacdo dos conideos fagocitados.
PALAVRAS-CHAVE: Trichophyton mentagrophytes; macré-
fagos; testosterona.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluating the influence
of male sexual hormone on activity of Swiss mice resi-
dent macrophages cocultured with Trichophyton menta-
grophytes. In assayed conditions, testosterone influenced
H O, release, leading to inhibition of killed macrophage
activity in ingested conidia, facilitating its growth and
differentiation inside macrophage.
KEY-WORD: Trichophyton mentagrophytes; macrophage;
testosterone.

INTRODUCAO

Os dermatéfitos compreendem um grupo de fungos
filamentosos, que exibem a capacidade de invadir e
colonizar os tecidos queratinizados do organismo do
homem e dos animais, bem como restos de queratina
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encontrados no solo'. As manifestacdes clinicas das de-
matofitoses sdo heterogéneas, podendo abranger desde
lesdes ndo inflamatorias, até infecgdes cronicas, dificeis
de erradicar’. Estas infeccdes estao entre as zoonozes
mais comuns do mundo, afetando aproximadamente
40% da populacao; elas representam 30% de todas as in-
feccdes micdticas cutaneas e sdo consideradas o terceiro
disturbio de pele mais comum em criangas menores de
14 anos e o segundo da populacdo adulta®*.

Embora a resisténcia efetiva a este fungo seja mul-
tifatorial, poucos autores tém focalizado o papel dos
macréfagos nesse processo’. Recentemente essas células
vém sendo apontadas como susceptiveis a influéncia
da testosterona®; tem sido sugerido, por exemplo, que
esse hormonio poderia inibir o crescimento in vitro
dessas células, promover apoptose’ e afetar a produ-
cdo de citocinas®® e de reativos intermediarios do
nitrogénio'.

Considerando que os macréfagos desempenham
papel importante na instalacdo e disseminacao de
patdgeno'?, essas alteracdes funcionais, se instaladas,
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certamente favoreceriam o desenvolvimento de infec-
¢6es. Contudo, a extensdo e as conseqiiéncias desses
achados para a saiide do homem n&o se encontram bem
estabelecidas. Enquanto vérios autores tém chamado a
atencdo para o maior acomedimento de algumas das
formas clinicas nas dermatofitoses em individos do sexo
maculino®'*>16, outros ndo apoiam essas observacdes'™ &,
Buscando dados que permitissem o melhor entendimen-
to da participacdo dos hormodnios sexuais na resisténcia
do organismo as infeccbes, no presente estudo, avalia-
mos o papel da testosterona sobre a liberagédo de H O,
a producao de oxido nitrico (NO) e das citocinas IL-10 e
TNF-a. por macrofagos provocados com Trichophyton
(T) mentagrophytes.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 5 camundongos Suicos, fémeas, com
45 dias de idade, provenientes do Biotério Central de
Botucatu- UNESP. O protocolo experimental foi realizado
de acordo com os principios éticos para pesquisas com
animais, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimen-
tacao Animal (COBEA) e aprovado pelo Comité de Etica
da Faculdade de Ciéncias, UNESP, Campus de Bauru.

Fungo

Foram utilizadas cepas de T. mentagrophytes mantidas
na micoteca do Laboratério de Imunopatologia Experi-
mental, cultivadas por 15 dias em meio Micosel (Difco
Lab., Detroit, Mi, USA), a 25° C.

Conideos de T. mentagrophytes

Para obtencdo dos conideos, fragmentos fungicos
do meio de cultura foram ressuspensos em solucao
salina estéril. A suspensao fungica foi filtrada em filtro
Whatman 1, de modo a remover os fragmentos de hifas
e preservar os confdeos®. O filtrado foi centrifugado por
10 min a 1500 rpm; o sobrenadante foi desprezado e o
botao ressuspenso em 1 ml de solucdo salina estéril. O
numero de conideos presentes na suspensao foi obtido
através da contagem em camara hemocitométrica de
Neubauer e a viabilidade determinada pela coloracdo
por Azul Algod&o”. A concentracao fungica foi ajustada
para 107 conideos viaveis /mL.

Lavado intra-peritonial (LIP)

Os animais foram eutanizados por asfixia por CO,
e as células peritoniais coletadas através da lavagem
da cavidade peritoneal com 10 ml de solugdo tampéo
fosfato (PBS), pH 74 estéril e gelada. A suspensao foi cen-
trifugada e o pellet celular ressuspenso em 1 ml de meio
RPMI-1640 (Nutricell, Campinas, SP, Brasil) contendo 10%
de soro bovino fetal (SBF) inativado (Gibco BRL, Grand
Island, NY, USA). De acordo com critérios morfoldgicos
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utilizando solucdo vermelho neutro 0,2%, a suspensao
celular foi ajustada para conter 10° macréfagos/ml; a
viabilidade celular foi verificada utilizando-se azul tripan
0,1%. As suspensdes celulares utilizadas no experimento
continham, pelo menos, 85% de macréfagos viaveis.

Cultura de macréfagos peritoniais

As células do LIP foram plaqueadas em placas de
cultura celular (TPP-Tissue culture cell plate, Suica)
com 10° células/poco. As placas foram incubadas em
camara de CO,5%, a 37°C. Ap6s duas horas, as mesmas
foram lavadas com meio RPMI-1640 a fim de eliminar as
células ndo aderidas. Em seguida, foram incubadas na
presenca ou auséncia de testosterona por 30 minutos
e, desafiadas com os conideos do fungo, na proporcao
1:1, por 4 horas®. Apds esse periodo, o sobrenadante foi
coletado e utilizado na determinacéo da producédo de
NO e citocinas e, as células nos pocos, na determinacao
da produgao de HO..

Tratamento hormonal

Para preparar a incubacdo dos macréfagos com
testosterona, foi utilizado propionato de testosterona
(Tianjin T. Tech. Develop, China) dissolvido em etanol
100%, evaporado por secagem e ressuspensa em maio
RPMI-1640. Foi utilizada concentracao fisiolégica de 10
nM de testosterona’.

Avaliacao da atividade macrofagica

Ensaio da Fagocitose

As células do LIP foram plaqueadas em placas de 24
pocos (TPP) sobre laminulas de vidro com 13mm de
diametro com 10° células/poco e cultivadas segundo
protocolo acima descrito. Assim, apds terem sido de-
safiadas com os conideos do fungo, as laminulas foram
lavadas em PBS gelado, fixadas em metanol, coradas
por May Griinwald-Giemsa e analisadas em microscopio
optico. Uma média de 100 macroéfagos foi contada (T) e
o percentual de fagocitose (PF) foi determinado através
da média de macréfagos que fagocitaram pelo menos
um conideo (F) sob o total de células contadas (T). Foi
determinada, ainda, a porcentagem de hifas formadas
(PH) dentro dos macréfagos através da média de hifas
formadas (H) sob a média de conideos fagocitados (C).

Producgdo de H202

Apos a coleta do sobrenadante, 100 ul de solucdo ver-
melho fenol (Sigma) contendo dextrose (Synth, Diadema,
SP, Brasil) e peroxidase de raiz forte tipo Il (Sigma) foram
adicionados aos pocos?. Apds 1 hora de incubacéo, a
reacao foi bloqueada pela adicdo de TN NaOH e a ab-
sorbancia determinada em microleitor de ELISA (ELx 800,
Bio-tek Instruments Inc, Winooski, VE, USA) em filtro de
620 nm. Os valores em uM de H,0, foram determinados
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por comparacdo com curva padrao obtida a partir de
concentracoes conhecidas de H O, (Merck, Darmstadt,
Alemanha).

Producgdo de NO

A producéo de nitrito (produto final e estavel do NO)
foi mensurada no sobrenadante de cultura de macréfa-
gos baseado no método de Ding et. al.”. Assim, 100 uL
do sobrenadante foram incubados com volume igual de
reagente de Griess, contendo 1% sulfanilamida (Synth),
0.1% naphthalene diamino dihydrocholrido (Sigma) e
2.5% H.PO,, a temperatura ambiente por 10 min. Para
quantificar o acimulo de nitrito, a absorbancia das amos-
tras foi mensurada em 540 nm, em microleitor de ELISA. A
concentracdo de nitrito foi determinada utilizando nitrito
de sédio (Sigma) diluido em RPMI-1640 como padrao.

Dosagem de TNF-c. e IL-10

As citocinas TNF-a e IL-10 foram dosadas no sobrena-
dante da cultura celular e quantificadas pelo método de
ELISA conforme as instrucdes do fabricante (Kit DuoSet,
R&D Systems, Minneapolis, MI, USA).

Anilise Estatistica

Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando
o software GraphPad InStat versao 3.0 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) e o nivel de sig-
nificancia estatistica estabelecido foi 5% (p < 0.05) para
todas as analises. Os valores foram expressos em média
+ erro padrao médio (EPM). Para comparar os valores
entre duas amostras foi utilizado o t-test Student. Para
comparacao entre trés amostras foi utilizado o teste de
andlise de variancia (ANOVA). Quando o ANOVA revelou
diferenca significativa, utilizamos o teste de comparacdo
multipla de Bonferroni®'.

RESULTADOS

Nas condicdes ensaiadas, ndo detectamos liberacao
de NO e de IL-10 por macréfagos peritoniais, indepen-
dente dos mesmos terem sido provocados ou ndo
com T. mentagrophytes ou da presenca ou auséncia de
testosterona.

Verificamos ainda que o fungo, por si s¢, induz a
liberacdo de TNF-a. e que a adicao de testosterona ao
cultivo celular ndo afetou esse parametro (Fig. 1). A tes-
tosterona também néo afetou o percentual de fagocitose
dos conidios; contudo, sua adicdo a cultura, resultou no
aumento do numero de hifas dentro dos macréfagos
(Fig.2 e 3).
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Figura 1 Producdo de TNF-a por macréfagos peritoniais na
presencaouausénciadeconideosde T.mentagrophytes
e/outestosterona. Valores expressos em média +EPM.
Significancia: * vs culturas livres do fungo; p<0,05

(ANOVA).
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Figura2 Avaliacdo da atividade fagocitica de conideos e hifas
de T. mentagrophytes por macréfagos peritoniais
(M®) na presenca ou auséncia de testosterona.
Valores expressos em média + EPM. Significancia: * vs
M®; p<0,05 (Teste T-Student).

Com relagéo a produgao de H,0, verificamos que
enqguanto a adi¢do de conidios aos macréfagos perito-
niais resultou no aumento expressivo da producdo de
H,0, a adicao de testosterona, quer na presenca quer
na auséncia do fungo, levou a diminuicdo significativa
desse metabolito (Fig. 4).
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Figura 3. Fotomicrografia ilustrando a atividade fagocitica de
macréfagos peritoniais co-cultivado com conideos de
T.mentagrophytes. Seta escura: conideo; seta clara: hifa
(Coloragao May Grtinwald-Giemsa, objetiva de 100X).
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Figura 4. Producédo de producdo de H.O, por macrofagos
peritoniais (M®) na presenca ou auséncia de conideos
de T.mentagrophytes e/ou testosterona (M®). Valores
expressos em média + EPM. Significancia: * vs M®; # vs
M® + Fungo; p<0,05 (ANOVA).

DISCUSSAO

Conforme descrito por Campos et. al.>, muitos estudos
tém enfocado a participacdo dos fagécitos na resposta
imune contra fungos; contudo, poucos tém avaliado
0 papel dessas células na dermatofitose. Investigando
alguns aspectos dessa relacdo, esses autores descre-
veram que a interacao de conideos de T. rubrum com
macréfagos peritoniais residentes resultava na producao
de TNF-a e IL-10, mas ndo de I1-12 e NO.

Embora macréfagos murinos infectados com fungos
tendam a produzir altos niveis de NO?, também no pre-
sente estudo e, independentemente da presenca de tes-
tosterona, ndo detectamos a liberacdo desse metabdlito.
Considerando que essa liberacéo ocorre de modo mais
intenso quando as células sdo estimuladas por citocinas,
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principalmente o INF-y's, um mediador liberado em
um momento mais tardio da infeccdo, é possivel que,
realmente, o NO n&do exerca papel preponderante nos
momentos iniciais da relacdo dermatofito-macrofago.

E possivel ainda, conforme descrito para outros patd-
genos', que o Trychophyton ou seus produtos, tenham
a capacidade de inibir a producao de NO. Bocca et.
al.® trabalhando com cromoblastomicose, verificaram
que, mesmo em culturas estimuladas com INF-y, os
macréfagos peritoniais submetidos a Fonsecae pedrosoe,
exibiam diminuicdo da producdo de NO. Avaliando a
presenca de iINOS em células gigantes de lesbes orais
de paracoccidioidomicose, Batista et. al.* também en-
contraram baixa expressdo dessa enzima. Assim, esse
fendmeno nao é especifico para dematdéfitos, podendo
ser encarado como um mecanismo de escape fungico,
pois a auséncia de NO, um mecanismo importante para
a morte desses patdgenos’, favoreceria sua multiplicacdo
e manutencao no hospedeiro. Por outro lado, a interagao
conideos-macréfagos resultou no aumento expressivo
da produgao de H,0,, reforcando ser esse reativo um
elemento importante no controle da proliferacao fungica
nos momentos iniciais a infeccao'®.

Embora ndo haja consenso entre os pesquisadores,
alguns estudos evidenciam que concentragcoes fisio-
l6gicas de testosterona podem inibir a producao dos
reativos intermedidrios do oxigénio e do nitrogénio pelos
macréfagos'.

Para verificar se o caréter inibidor atribuido a testos-
terona ndo estaria relacionado a inducdo precoce de
mediadores supressores, avaliamos a presenca de IL-10,
nos sobrenadantes das culturas de 4 horas. A auséncia
dessa citocina no material ensaiado, além de reforcar seu
papel nos estagios mais tardios da interacdo patdbgenos-
macréfagos®, demonstra que a testosterona nao interfere
nesse processo.

Aliado a isso, verificamos que o fungo, por si so,
induziu a liberacdo de TNF-a, citocina pré-inflamatéria
liberada nos momentos iniciais da infeccao; verificamos
ainda que a adicao de testosterona ao cultivo ndo afetou
esse parametro. Assim, embora a literatura registre que
mondcitos de homens produzam maior quantidade de
TNF-a que mondcitos de mulheres*5?, este fato, possi-
velmente, ndo esta relacionado a presenca de niveis fisio-
l6gicos de testosterona. Apoiam esta premissa, os dados
obtidos por Posma e colaboradores?®, que, a semelhanca
dos nossos achados, também ndo observaram qualquer
efeito da testosterona sobre a produc¢do do TNF-a por
mondcitos humanos.

Do mesmo modo, a presenca de testosterona tam-
bém nao afetou o percentual de conidios fagocitados;
contudo, sua adicdo a cultura, resultou no aumento do
numero de hifas dentro dos macréfagos. Trabalhando
com culturas de T. rubrum livres de hormonios, Campos
et al> determinaram a formacao de hifas somente as
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8 horas de cultivo; considerando esse achado, nossos
resultados sugerem que a testosterona acelera este
processo e, assim, pode atuar como fator facilitador da
infeccdo dermatofitica.

Soma-se a isso, a acdo inibidora que a testosterona
exerceu sobre a liberagédo da H O,; este fendmeno
ocorreu tanto na presenca como na auséncia do fungo,
sugerindo ser esta, uma propriedade inespecifica, ou
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