Universidade
Estadual de Londrina

THAIS HERRERO GERALDINO

CONCANAVALINA-A AUMENTA A PRODUGAO DE TNF-q,
A ATIVIDADE DE RECEPTORES DE MANOSE E A
CAPACIDADE DE DESTRUIR Candida POR MACROFAGOS
PERITONEAIS

Londrina
2010



THAIS HERRERO GERALDINO

CONCANAVALINA-A AUMENTA A PRODUGAO DE TNF-q,
A ATIVIDADE DE RECEPTORES DE MANOSE E A
CAPACIDADE DE DESTRUIR Candida POR MACROFAGOS
PERITONEAIS

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pds-graduagdo em Patologia Experimental da
Universidade Estadual de Londrina, como
requisito parcial a obtengdo do titulo de
Mestre.

Orientador: Prof2. Dr2. lonice Felipe

Londrina
2010



Dados Internacionais de Catalogacéo-na-Publicacéo (CIP)

G354c¢

Geraldino, Thais Herrero.
Concanavalina-A aumenta a produgdo de TNF-o, a atividade de recep|
manose e a capacidade de destruir Candida por macrofagos peritoneais
Herrero Geraldino. — Londrina, 2010.
93 f.:il.

Orientador: Tonice Felipe.
Dissertacao (Mestrado em Patologia Experimental) — Universidade Estadual de
Londrina, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Programa de Pos-Graduagao em
Patologia Experimental, 2010.

Inclui bibliografia.

1. Candida albicans — Teses. 2. Candida albicans — Patogenicidade —
Teses. 3. Fungos patogénicos — Teses. 3. Macrofagos — Teses. . Felipe, Ionice.
II. Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Biologicas. Programa
de Pés-Graduagio em Patologia Experimental. III. Titulo.

CDU 576.8




THAIS HERRERO GERALDINO

CONCANAVALINA-A AUMENTA A PRODUGAO DE TNF-qa, A
ATIVIDADE DE RECEPTORES DE MANOSE E CAPACIDADE DE
DESTRUIR Candida POR MACROFAGOS PERITONEAIS

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pds-graduagdo em Patologia Experimental da
Universidade Estadual de Londrina, como
requisito parcial a obtengdo do titulo de
Mestre.

BANCA EXAMINADORA

Prof2. Dr2. lonice Felipe
UEL - Londrina — PR

Prof. Dr. Ricardo Sérgio Couto de Almeida
USP — Ribeirdo Preto — SP

Prof. Dr. Phileno Pinge Filho
UEL — Londrina — PR

Londrina, 22 de fevereiro de 2010.



DEDICATORIA

A DEUS, pelo dom da vida, pelas gragas e pela oportunidade de
conhecer tantas pessoas e poder aprender com elas.

A minha familia, pelo carinho.

Ao meu pai, minha estrela la no céu.

A minha mae, meu grande alicerce, por estar presente tentando
ajudar nos momentos de dor e desespero e também nos momentos de alegria e
realizacdo. Amo muito voceé...

Aos meus companheiros e grandes amigos de laboratério, pessoas
que fizeram e fazem a diferenga em minha vida.

As pessoas que quando olho para tras, sinto muitas saudades...
As pessoas que me aconselharam quando me senti sozinha...

E a todas as pessoas que fazem parte da minha vida, e também,

aquelas que por algum motivo ja ndo fazem mais...



AGRADECIMENTOS

A Prof2. Dr2. lonice Felipe, sua forga e determinacdo, mesmo quando
todas as condigdes se mostram adversas sao admiraveis. A paixao com que vocé se
dedica a pesquisa é sem duvida um exemplo. Obrigada pela oportunidade de fazer

parte da sua equipe.

A Prof?. Dr?. Ivete Conchon Costa, pelo carinho, pelos conselhos e

colaboragcédo sempre que precisei.

A Profi. Dr®. Maria Angélica Ehara Watanabe, coordenadora do

Programa de Pds-Graduacgao, pelo carinho e atencao disponibilizados para comigo.

Aos professores do Programa de Pés-Graduagdo em Patologia

Experimental, pelos valiosos ensinamentos.

Aos colegas do curso de mestrado, pela amizade e incentivo.

Aos grandes e verdadeiros amigos conquistados durante estes dois
anos de curso. Meus companheiros de laboratério Paula, Custddio, Kamila e Lorena,
nao apenas pela amizade mas pela colaboracdo constante na realizagdo deste

trabalho.

Aos técnicos de laboratorio Pedro, Zui e Vera, pelo carinho, apoio e

disponibilidade nos momentos que precisei.

Ao Departamento de Ciéncias Patoldgicas e Fisiolégicas, pela ajuda

e colaboragao no uso de alguns equipamentos.

A secretaria do Departamento Ana, pela ajuda e atengao.



A CAPES, CNPq e Fundagado Araucaria por tornar possivel este

trabalho.

Agradeco enfim, a todas as pessoas que contribuiram para a
realizacao deste trabalho. Aos que me ouviram, aos que me apoiaram, aos que me

ensinaram, aos que me incentivaram, meus sinceros agradecimentos.



GERALDINO, Thais Herrero. Concanavalina-a aumenta a producao de tnf-a, a
atividade de receptores de manose e capacidade de destruir candida por
macroéfagos peritoneais. 2010. 71 f. Dissertagao (Mestrado em Patologia
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RESUMO

O reconhecimento de Candida albicans por receptores tipo Toll e receptores de
lectina em células fagociticas ativam vias de sinalizagao intracelular que disparam a
producdo de citocinas proinflamatérias que sao importantes para a defesa do
hospedeiro. A resposta Th1 fornece o controle da infectividade por fungos pelo
aumento da expressao de receptores que agem como sensores para indugcédo da
infeccdo e ativacdo da resposta imune inata assim como o subsequente
desenvolvimento da resposta imune adaptativa. Em trabalhos anteriores, nosso
grupo demonstrou o papel protetor de Concanavalina-A (Con-A) contra um inéculo
letal de C. albicans e indicou que os macrofagos s&o as principais células efetoras
na eliminagdo do patégeno. O principal objetivo deste estudo foi investigar a
atividade dos receptores de manose e a producao de fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a), assim como, o aumento na capacidade para destruir o patégeno por
macrofagos ativados de camundongos pré-tratados com Con-A. Entdo, macréfagos
peritoneais de camundongos pré-tratados com Con-A ou PBS foram coincubados
com isolados de C. albicans CR1, CR15 e 577 por 0.5, 1 e 2h. A capacidade de
macrofagos ativados com Con-A produzir TNF-q, ingerir via receptores de manose e
destruir todos os isolados foi significantemente maior comparados aos macrofagos
PBS e os macréfagos ativados exibiram uma menor incidéncia de apoptose,
verificado pela ligagdo da anexina V-FITC. A transicdo de células leveduriformes
para forma filamentosa durante coincubagao por 2h com macréfagos controle foi em
torno de 73 a 80%, enquanto na presenga de macréfagos ativados com Con-A, foi
de 35 a 40%. Nossos resultados sugerem que a capacidade de melhor depurar a
infeccdo por C. albicans através do tratamento com Con-A é provavelmente devido a
ativacdo dos macrofagos, que produzem mais TNF-a, expressam mais receptores
de manose e sao mais capacitados para destruir C. albicans fagocitada.

Palavras-chave: Concanavalina-A. Candida albicans. Macrofagos peritoneais. TNF-
a. Receptor de manose.
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macrofagos peritoneais. 2010. 71 f. Dissertation (Master’s Degree in Experimental
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ABSTRACT

Recognition of Candida albicans by Toll-like receptors and lectin receptors on the
phagocytic cells activates intracellular signaling pathways that trigger production of
proinflammatory cytokines that are critical for host defence. Th1-response provide
control of fungal infectivity by increasing the expression of receptors that acts as
sensors for infection inducing the activation of the innate immune responses as well
as the subsequent development of adaptive immune responses. In previous work,
our group demonstrated the protective role of concanavalin-A (Con-A) for a lethal
inoculum of C. albicans and indicated the macrophages as main effectors cells to
clear the pathogen. The main objective of this study was to investigate the activity of
mannose receptors and tumor necrose factor-alpha (TNF-a) production, as well as,
the increase in capacity to kill the pathogen by activated macrophages from mice
pretreated with Con-A. Thus, peritoneal macrophages from mice pretreated for three
days with Con-A or PBS were coincubated with CR1, CR15 and 577 isolates of C.
albicans for 0.5, 1 and 2 h. The ability of Con-Activated macrophages to produce
TNF-a, ingest via mannose receptors and kill all the isolates was significantly greater
compared to PBS-treated macrophages and activated macrophages exhibited a
lower incidence of apoptosis, verified by binding to annexin V-FITC. The transition of
yeast cells to filamentous forms during coincubation for 2h with control macrophages
was about 73 to 80%, whereas in presence of Con-A-activated macrophages, it was
35 to 40%. Taken together, our results suggest that a greater clearance of C.
albicans infection through treatment with Con-A is probably due to activation of
macrophages, which produce more TNF-q, expresses more mannose receptors and
are better endowed to kill ingested C. albicans.

Keywords: Concanavalin-A. Candida albicans. Peritoneal macrophages. TNF-a.
Mannose receptors.
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1 INTRODUGCAO

1.1 CANDIDA ALBICANS

C. albicans é um fungo pertencente ao filo Ascomycota, ordem
Saccharomycetales, dipldide, com genoma nuclear contendo aproximadamente
1,6X10" pb, distribuidos em oito cromossomos com tamanho variando entre 1,03 e
4,3 Mb. O género é constituido de aproximadamente 200 diferentes espécies de
leveduras, das quais 10% podem causar infecgdes em seres humanos. Destas, C.
albicans €& a espécie mais freqlentemente descrita em casos de infecgdes
hospitalares (IHs) em varios paises e apresenta maior relevancia em fungao de sua
taxa de prevaléncia em condi¢cbes de normalidade e de doenga. Entretanto, outras
espeécies como parapsilosis, tropicalis e glabrata também apresentam altas
prevaléncias em varios paises do mundo. (MALUCHE; SANTOS, 2008).

C. albicans possui notavel capacidade de sobreviver e proliferar
mesmo sob mudancgas radicais do ambiente, adaptando-se aos extremos de pH,
osmolaridade, disponibilidade de nutrientes e temperaturas (HUBE, 2004). Essa
versatilidade contribui para o sucesso de C. albicans como colonizador de diferentes
sitios anatébmicos em individuos saudaveis. Como patdgeno, causa infeccdo em
diferentes locais do corpo, especialmente em pacientes imunocomprometidos
(ALVARES et al., 2007).

Espécies de Candida podem colonizar a cavidade oral, tratos
gastrointestinal, respiratério e urinario. Cerca de 20 a 80% da populagédo humana
apresenta colonizagdo no tubo gastrintestinal sem que isso implique em quaisquer
efeitos prejudiciais a sua saude. Entre as mulheres, cerca de 20 a 30% apresentam
colonizagdo por Candida na vagina (COLOMBO; GUIMARAES, 2003). Estes
microrganismos comensais tornam-se patogénicos caso ocorram alteracbes nos
mecanismos de defesa do hospedeiro ou o comprometimento de barreiras
anatdmicas secundariamente a queimadura ou procedimentos médicos invasivos
(JOUAULT et al., 2009).

A candidiase se manifesta quando fatores predisponentes,

fisioldgicos, patolégicos e mecéanicos, modificam o relacionamento que ocorre entre
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o hospedeiro e a microbiota natural. Ou seja, a relagao de comensal é dependente
da manutencgao da integridade do tecido do hospedeiro, da microbiota normal assim
como do sistema imune intacto. Neste caso a candidiase pode ser localizada,
determinando sintomatologia restrita a essa area, ou sistémica e fatal (PFALLER,;
DIEKEMA, 2007).

Condigdes fisioldgicas como gravidez e patoldgicas como: diabetes
mellitus, prematuridade, céncer, queimaduras, desnutricdo, imunodeficiéncias,
terapéutica prolongada com antibiéticos de amplo espectro, agentes
imunossupressores e antiblasticos, corticosterdides, nutricdo parenteral, uso de
cateteres arteriais ou endovenosos, ventilacdo artificial, procedimentos cirurgicos,
predispdem & infecgéo por espécies de Candida (COLOMBO; GUIMARAES, 2007).

Também, os extremos do ciclo de vida humana, infancia e velhice,
constituem indubitavelmente as fases de existéncia do homem onde os relatos de
ocorréncia de candidiase sdo mais propicios, em decorréncia do aprimoramento ou
deficiéncia fisiolégica do sistema imune. A morbidade e mortalidade associada a
estas infec¢gdes sdo substanciais, e estd claro que as doengas fungicas tém
emergido como um importante problema de saude publica (RIBEIRO et al., 2004).

A incidéncia de infecgdes hospitalares (IHs) por fungos tem
aumentado substancialmente nas ultimas décadas acarretando altos indices de
mortalidade que atingem até 60% dos 6bitos por IHs (ZARDO; MEZZARI, 2004). Em
hospitais terciarios, o género Candida responde por cerca de 80% das infecgbes
fungicas documentadas, o que torna este microrganismo um significante patégeno
nosocomial, podendo ser responsavel por uma variedade de quadros clinicos, desde
infeccbes superficiais de mucosa, como candidiase vulvovaginal (CVV) e
orofaringea (COF), até infecgbes sistémicas com disseminagdo para 0Orgaos
parenquimais (CHANG et al., 2005). A candidemia pode ocorrer através da via
endogena, no qual ha a translocagcédo de Candida sp. do trato gastrointestinal até os
capilares mesentéricos. Sendo assim, fatores que aumentem a colonizagao intestinal
por Candida (uso de antibidticos ou oclusao intestinal) ou determinem atrofia ou
lesdo de mucosa intestinal (jejum prolongado, nutricado parenteral total, hipotensao,
quimioterapia) pode potencializar este fendmeno. A via exégena ocorre através do
contato das maos de profissionais de saude, com pacientes portadores de cateteres

vasculares em posicao central, implante de préteses contaminadas, bem como pela
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administracdo parenteral de solugbes contaminadas (COLOMBO; GUIMARAES,
2003).

No Brasil e no mundo, existem varios grupos de pesquisadores
preocupados com a importancia das IHs por leveduras tendo em vista os altos niveis
de morbidade e mortalidade. Tém sido realizados muitos estudos epidemiolégicos e
de resisténcia aos antifungicos. Porém, sdao escassos os relacionados ao potencial
de viruléncia desses microrganismos e talvez essa seja uma das principais causas
do aumento das infec¢des hospitalares por leveduras (ZARDO; MEZZARI, 2004).

1.2 FATORES DE VIRULENCIA

A viruléncia do microrganismo é o resultado de uma multiplicidade
de fatores que agem simultaneamente para vencer as defesas do hospedeiro. No
caso da infeccdo por Candida, estes fatores podem estar correlacionados com a
aderéncia a célula epitelial, a produgdo de enzimas hidroliticas (proteases,
fosfolipases e lipases), a capacidade de transicdo das formas de levedura para
hifas, além de alteragdo fenotipica da colonia (switching fenotipico). Outro
importante fator de viruléncia € a composicdo da parede celular, que confere
protecao contra a lise osmética e medeia a interagao inicial entre 0 microrganismo e
o hospedeiro facilitando a adesdao e a penetracdo através do tecido infectado
(NAGLIK et al., 2004).

Sendo assim, € geralmente aceito que a viruléncia ou patogénese de
C. albicans é um evento multifatorial, governado pela capacidade de o
microrganismo adaptar-se com eficiéncia a mudangas ambientais e, finalmente,

coordenar a expressao de varios genes de viruléncia (TAMURA et al., 2007).

1.2.1 Parede Celular

A parede celular de C. albicans € uma estrutura complexa e de

grande importancia para o fungo, pois suas proteinas de superficie desenvolvem um
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papel fundamental na integridade estrutural da parede, medeiam a aderéncia e a
interacao inicial entre o microrganismo e o hospedeiro, além de apresentarem
funcdes enzimaticas. Para C. albicans, a parede celular tem sido alvo constante de
atencdo nas Ultimas décadas, pois estudos relacionados a identificacdo e a
distribuicdo dos componentes da parede celular podem contribuir para o
conhecimento do seu papel na patogénese fungica (ex.: expressao de adesinas e
receptores para proteinas do hospedeiro; atividade proteolitica extracelular e
hidrofobicidade) e na interac&o parasito-hospedeiro (CHAFFIN, 2008).

A parede celular de C. albicans é composta por complexos
polimeros de glicose com ligacdes  -1,3 e B -1,6 (B -glucanas), cadeias de N-acetil-
D-glucosamina (GIcNAc) com ligacdes (-1,4 (quitina) e polimeros de manose
(manana) em associagéo covalente com proteinas (glico[mano]proteinas), formando
assim, a porcao polissacaridica da parede celular. As B-glucanas sé&o os principais
constituintes, respondendo por 50 a 60% do peso da parede celular e juntamente
com a quitina (um componente relativamente menor (0,6 a 3%)), apresentam uma
funcdo estrutural formando um rigido esqueleto que proporciona uma forte
propriedade fisica (KAPTEYN et al., 2000). A quitina desenvolve ainda uma
importante fungcao na reproducao do fungo por formar uma constricdo entre a célula
parenteral e a célula filha durante o brotamento. Além disso, a parede celular
apresenta ainda proteinas (6 a 25%) e uma pequena porc¢ao de lipideos (1 a 7%)
(CABIB et al., 2001).

As manoproteinas constituem componentes imunodominantes
presentes na parede celular de C. albicans e representam 30 a 40% de sua
composicao, determinam as propriedades da superficie celular e tém sido
associadas a aderéncia, modulagdo e supressao da resposta imune celular (RUIZ-
HERRERA et al., 2006).

1.2.2 Adesinas

A aderéncia pode ser mediada por uma variedade de proteinas
expressas na superficie do microrganismo, incluindo uma familia de genes,

Agglutinin-Like Sequence (ALS) que codificam oito destas proteinas de superficie,
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ALS1 a ALS7 e ASL9 (ZHAO et al., 2004). Mutantes deficientes nos genes que
codificam estas adesinas ndao somente exibiram diminuicdo na aderéncia aos
substratos do hospedeiro in vitro, mas também uma correspondente redugdo na
viruléncia em varios modelos experimentais de infeccdo por C. albicans
(SHEPPARD et al., 2004).

Duas destas proteinas codificadas por estes genes, Als1p e Als5p
tém sido relacionadas com a fungdo adesiva de C. albicans. A Als5p medeia a
adeséao inicial da levedura a substratos cobertos com proteinas da matriz celular e
com células epiteliais humanas. A aderéncia mediada por esta proteina ocorre
dentro de minutos e ¢é forte o suficiente para resistir a agitacdo, mas é
reversivelmente inibida por agentes desnaturantes como formaldeido, pH alto ou
uréia (ZHAO et al., 2005). Com relacéo a Als1p, Kamai et al. (2002) demonstraram
em modelo experimental de candidiase oral em camundongos que células de C.
albicans nocaute para ALS1 aderiam menos do que cepas selvagens, mostrando a
importancia desta proteina no processo de aderéncia tanto in vitro como in vivo.

Phan et al. (2007) descobriram que Als3, expressa na superficie de
C. albicans, é requerida no processo de invasao celular. Esta proteina se liga a
caderinas de células endoteliais e células epitelias orais, e esta ligagao induz as
células do hospedeiro a endocitar o fungo. Recentemente Almeida e colaboradores
(2008) demonstraram que C. albicans na forma de hifa utiliza a adesina Als3 para
ligar-se a ferritina no interior de células epiteliais e adquirir o ferro para seu
crescimento. Mutantes para Als3 falharam na ligagdo com a ferritina, cresceram
menos com ferritina como fonte de ferro e foram incapazes de danificar as células do
hospedeiro, portanto, Als3 além de adesina e invasina confere ao fungo a
capacidade de explorar uma fonte de ferro do hospedeiro.

Segundo Ribeiro et al. (2007) a formagao dos tubos germinativos
(quando a Candida passa da forma leveduriforme para a forma filamentosa)
favorece a capacidade de aderéncia de C. albicans que envolve por parte do fungo:
glicoproteinas de superficie, proteinas do tipo lectinas, que reconhecem diferentes
tipos de carboidratos e receptores para a fragdo C3b do sistema complemento. E por
parte das células epiteliais do hospedeiro, receptores para as adesinas de Candida
como fibronectina, fibrina e laminina.

Uma adesina bem caracterizada de C. albicans é a proteina da

parede da hifa 1 (Hiphal wall protein - Hwp 1), que € uma proteina da superficie
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celular expressa apenas nas hifas e que, através de sua ligagdo com GPI esta
covalentemente ligada a glucana da parede celular do fungo. A Hwp 1 é requerida
para a aderéncia as células epiteliais orais (NAGLIK et al., 2006). STAAB et al.
(1999) demonstraram que a inativacdo do gene HWPI gera células fungicas
incapazes de formar complexos estaveis com as células epiteliais bucais do
hospedeiro. Além disso, esses mutantes apresentam capacidade reduzida em
causar candidiase sistémica em camundongos. O dominio N-terminal de Hwp 1
serve como um substrato para as transglutaminases de mamiferos, o qual faz uma
ligacdo cruzada covalentemente da Hwp 1 com as proteinas da superficie das
células do hospedeiro (NAGLIK et al., 2006).

1.2.3 Dimorfismo

O dimorfismo é um dos mais importantes fatores de viruléncia da C.
albicans. De todas as Candida spp., apenas C. albicans e C. dubliniensis formam
ambos os tipos de crescimento filamentoso, hifas ou pseudohifas, e sao definidas
como polimérficas em seu padrao de crescimento. O dimorfismo se caracteriza pela
capacidade de crescimento do fungo sob duas formas: 1) Levedura unicelular
esférica e 2) Forma filamentosa multicelular também chamada micelilal - hifas ou
pseudohifas (CALDERONE; FONZI, 2001). Esta variagdo na sua morfologia é
induzida por condigdes ambientais favoraveis no hospedeiro como alta temperatura,
pH neutro, CO,, nutrientes (fontes de carbono, nitrogénio e aminoacido), N-acetil-
glicosamina, estagios de caréncia nutricional e soro. O tubo germinativo é a forma
de transigao entre leveduras e a forma filamentosa e ocorre no fluido biolégico da
infeccdo sendo um fator chave para a interacdo do fungo com o hospedeiro. A
formagdo de pseudohifas ocorre pela divisdo celular polarizada, onde a levedura
cresce por brotamento e se alonga sem se destacar das células adjacentes
(SAVILLE et al., 2003).

A capacidade de C. albicans diferenciar-se rapida e reversivelmente
entre levedura e forma filamentosa interfere na patogenicidade. O crescimento
filamentoso traz vantagens para a Candida durante a interagdo com o sistema imune

de mamiferos. A grande viruléncia atribuida a transi¢ao levedura - tubo germinativo
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pode ser devido em parte a deficiéncia da sintese de IL-12 pelo hospedeiro. A 1L-12
€ considerada uma citocina importante na defesa contra Candida em niveis mucosos
e sistémicos. Experimentos evidenciaram que leveduras induzem a produgao de IL-
12 e IL-10 e células do tubo germinativo induzem predominantemente IL-10, citocina
associada a candidiase em camundongos. A formagdo do tubo germinativo e
filamentagdo in vivo pode entdo prejudicar o desenvolvimento de uma resposta
protetora contra os fungos (SAVILLE et al., 2003).

De acordo com Ariizumi et al. (2000), o receptor transmembrana tipo
Il Dectin-1 que contém um dominio extracelular de lectina tipo C € capaz de
reconhecer somente a forma de levedura de C. albicans. Este receptor de
reconhecimento da imunidade inata é expresso em fagocitos incluindo macréfagos e
células dendriticas e contribui para a resposta imunolégica a [(-glucana, um
componente estrutural da parede celular dos fungos. A forma filamentosa da
Candida nao expde B-glucana na sua superficie e por isso ndo é reconhecida por
este receptor (BROWN; GORDON, 2003).

Segundo Sato et al., (2004) a transigdo de C. albicans de leveduras
para hifas € controlada por varios fatores de transcrigédo, incluindo os reguladores

CPH1 e EFG1 que formam as duas vias de morfogénese conforme Figura A.
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Figura1— A cascata de sinais de transducao para formacgao de
hifas em C. albicans Fonte: Sato et al. (2004)
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A primeira destas vias inclui homologos de C. albicans que
corresponde ao STE 12, via de formacdo de pseudohifas de S. cerevisiae. O
homologo de C. albicans de Ste12p é o CPH1, que é regulado pela proteina kinase
mitdgeno ativada e inclui Cst20, Hst7, Cek. A segunda via de morfogénese é
identificada pelo fator de transcricdo EFG1, regulado pela proteina kinase c-AMP
(PKA) onde duas subunidades de PKA, Tpk1 e Tpk2, tém efeitos diferenciais na
morfogénese hifal sob diferentes condigdes. Esta via é independente, mas paralela a
via CPH1 e inclui homologos de RAS, adenilciclase e proteina kinase-A. O regulador
de transcrigao hifal TEC1 é regulado por EFG1 e CPH2. RAS pode ativar ambas as
vias CPH1 e EFG1 (LENGELER et al., 2000).

A fungdo destes fatores na morfogénese e sua relevancia para
infeccbes de Candida s&o estudadas em mutantes onde faltam o EFG1 funcional ou
CPH1 ou ambos os fatores. Os resultados obtidos com estes mutantes sugerem que
a falta de CPH1 diminuiu a capacidade de formacdo de hifas em meio sdlido,
enquanto que mutantes deficientes em EGF1 falharam em produzir hifas
(DIETERICH et al., 2002). Parece que outras vias s&o requeridas para morfogénese
incluindo a integridade da parede celular, proteina kinase-C (PKC) e a via de
osmoregulacao-glicerol de alta osmolaridade-Hog1. A fungédo da via Hog1p em C.
albicans nao é totalmente relatado para osmoregulagdo. Em vez disso, mutantes
deletados para sIn1 ou ssk1 sdo defeituosos na filamentagdo (NAVARRO-GARCIA
et al., 1998).

De acordo com Watanabe et al., (2006), a valinomicina e o
miconazol inibem o crescimento hifal e induzem o crescimento de C. albicans para a
forma de levedura, atuando na transigdo morfolégica do fungo dimoérfico. Estes
compostos alteram a concentracdo de potassio intracelular e promovem a inibigao
do crescimento hifal. Porém, quando é adicionado soro ocorre um aumento do
potassio intracelular bloqueando a acdo da valinomicina no crescimento hifal. O
miconazol € conhecido por inibir a biossintese do ergosterol, componente da
membrana celular do fungo, alterando a permeabilidade da membrana e

promovendo um escape de ions positivos da célula.
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1.2.4 Aspartil Proteinases

Embora a formacéo de hifas seja provavelmente o determinante de
viruléncia mais documentado de C. albicans, a natureza e o papel das enzimas
hidroliticas, especialmente as Aspartil Proteinases Secretoras (SAPs), tem sido os
principais objetivos de estudos fisiologicos e bioquimicos desta espécie. As SAPs
sao importantes determinantes de viruléncia de C. albicans, devido sua capacidade
de causar danos na integridade da estrutura de proteinas e afetar a arquitetura
padrao dos tecidos (TAYLOR et al., 2005a; STAIB et al., 2008).

A producado e secrecao de proteinases por espécies de C. albicans
foi descrita pela primeira vez em 1965 (STAIB, 1965) e desde entdo vem sendo
intensamente estudada por ser considerada um fator importante na patogenicidade
de espécies de Candida (SCHALLER et al., 2005; STAIB et al., 2008).

As proteinases sdo capazes de digerir proteinas do hospedeiro,
invadir os tecidos através da degradagao de imunoglobulinas e proteinas do sistema
complemento, e proteinas da matriz extracelular. As aspartil proteinases (SAP)
constituem uma familia composta de varias isoenzimas, onde algumas (SAP1-10)
sdo produzidas pelas espécies de Candida (TAYLOR et al., 2005a). Estas enzimas
sdo codificadas por uma familia de 10 genes homdlogos no qual s&o diferentemente
regulados durante a infecgdo. Oito dessas proteinases (SAP1-8) sao secretadas
para o espaco extracelular, enquanto as SAP9 e SAP10 estdo ligadas a membrana
via ancora de GPI (ALBRECHT et al., 2006).

Estas enzimas tém sido purificadas e caracterizadas, o que tem
fornecido uma maior descricao das caracteristicas das isoenzimas SAPs (NAGLIK et
al., 2003). As propriedades bioquimicas demonstram que o peso molecular pode
variar entre 35 a 45kDa, possuem atividade proteolitica em pH baixo, em torno de
2,0 a 5,0, com uma especificidade bastante ampla, incluindo queratina, colageno,
albumina, hemoglobina, cadeia pesada de imunoglobulinas e proteinas de matriz
extracelular (OKSUZ et al., 2007). Esta versatilidade nas propriedades pode
providenciar sucesso vital de C. albicans como um patégeno oportunista, por permitir
a sobrevivéncia deste fungo e causar infec¢bes em uma variedade de diferentes
tecidos assim como em numerosas superficies mucosas, pele e 6rgaos internos
(TOSUN et al., 2005).
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Naglik et al. (2004) em uma revisao da literatura que buscou explorar
os papéis funcionais das proteinases de C. albicans e como elas contribuem com a
interacdo hospedeiro/patdbgeno in vivo, observaram que a subfamilia SAP1-3
apresenta um grande espectro de atividade e sdo conhecidas por degradar muitas
proteinas humanas de mucosas, incluindo matriz extracelular. A eficiente remocao
das barreiras do hospedeiro in vivo ndo seria apenas para providenciar nutrientes
para a célula, mas também revelam um potencial sistema de ataque de C. albicans,
de colonizacio e penetracdo dos tecidos do hospedeiro e possivelmente promovem
disseminacao de C. albicans pelo sistema circulatério.

A subfamilia de SAP4-6 foi detectada durante a formacao de hifas
em pH préximo do neutro in vitro, sendo a SAP-5 a primeira a ser secretada durante
a formacgédo de hifa, e tiveram suas fungdes associadas ao desenvolvimento de
candidiase disseminada. Esta subfamilia de SAPs pode também degradar os
mesmos substratos que SAP1-3. Porém, é provavel que o alvo das subfamilias
SAP1-3 e SAP4-6 sejam proteinas celulares e tecidos diferentes durante o processo
infeccioso, que pode ser o resultado de diferengas na especificidade do substrato. A
SAP9 e SAP10 estdo ligadas a processos regulatérios na superficie celular do
fungo, essenciais durante a interacdo com tecidos epiteliais (CHEN et al., 2002;
ALBRECHT et al., 2006).

A producao e secrecao de proteinases nao € caracteristica exclusiva
de C. albicans. Todas as espécies de Candida até o presente momento estudadas,
crescidas na presenca de proteina com fonte de nitrogénio, sdo produtoras de
proteinases para o meio extracelular, o que faz com que este ndo seja um fator de
viruléncia exclusivo de C. albicans (ALMEIDA et al., 2004; OKSUZ et al., 2007).

As aspartil proteinases, além de serem um importante fator de
viruléncia de Candida albicans durante a infecgdo de mucosas e candidiase
disseminada, podem ainda contribuir para a indugdo de resposta inflamatéria no
hospedeiro.

A patogenicidade de C. albicans é um processo multifatorial que é
regulado por uma rede de fatores de viruléncia. A produgcdo de uma familia de
aspartil proteinase providencia para este fungo um eficiente e flexivel sistema
proteolitico que pode promover o sucesso vital deste patégeno como patdégeno
oportunista e pode parcialmente explicar porque C. albicans € um fungo patogénico

comum nos humanos. A produgcdo de SAP parece ser um processo altamente
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regulado, o que provavelmente reflete em processos de transcricdo de corregulagao
com outros atributos de viruléncia que possuem multiplas fungdes in vivo, como
demonstrado na Figura B (NAGLIK et al., 2004).
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Fonte: Naglik et al., (2004)

Devido as aspartil proteinases serem um importante fator de
viruléncia para este fungo, inibidores dos genes que codificam estas proteinases,
poderiam ser utilizadas como novos agentes antifungicos para o tratamento de
infecgdes por C. albicans. Staib et al. (2008) realizaram um estudo com um inibidor
de protease a pepstatina, e inibidores de proteases do Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV), e verificaram que enquanto a pepstatina bloqueou a atividade de
todas as SAPs testadas (SAP1, SAP2, SAP3, SAP4, SAP5, SAP6, SAP8 e SAP9),
os inibidores de proteases do HIV, ritonavir e saquinavir inibiram a expressdo de
SAP1 e SAP3, mas nao a expressao de outras SAPs. Portanto o conjunto pode ser
usado para testar a atividade de novos inibidores de proteases contra isoenzimas
SAPs individuais pela sua capacidade de bloquear o crescimento do patégeno, pois
compostos que atuem especificadamente sobre determinadas SAPs de C. albicans
seriam candidatas promissoras no tratamento de infecgbes por este fungo
patogénico, no futuro (STAIB et al., 2008).
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1.2.5 Fosfolipases

A secrecao de fosfolipase por C. albicans é considerada um atributo
chave para a invasdao da mucosa epitelial, por catalisarem a hidrolise de
fosfolipidios. A literatura apresenta numero contraditério de genes que ativam a
producao de fosfolipases, mas muitos ja sdo descritos como PLB1, PLB2, PLC1 e
PLD1 (SAMARANAYAKE et al., 2006). Mukherjee et al (2003) realizaram um estudo
para analisar os fatores que afetam a expressao do gene PLB1 da C. albicans e
demonstraram que ele estava presente no crescimento deste fungo e que glicose e
fosfolipidios eram essenciais para a indugcdo da expressdo. A PLB1 é de
fundamental importancia na manifestacdo da candidiase sistémica, na qual, designa
o crescimento da C. albicans em pH neutro (CALDERONE; FONZI, 2001).

A fosfolipase B1, B2, C e D de C. albicans tem um papel significativo
no processo de invasdo do hospedeiro, mas como cada uma delas age ainda nao
estd bem esclarecido. Samaranayake et al (2006) mostraram que estas fosfolipases
tém papel fundamental no crescimento da C. albicans e assim modulam a doenca in
vivo. Estudos mostram a participacdo das fosfolipases nos fatores de viruléncia da
C. albicans nas mais diversas localizacdes, como na cavidade oral, nas fezes, no
sistema urogenital e pele (OKSUZ et al., 2007).

Samaranayake et al. (2005) correlacionaram a expressao de genes
da enzima fosfolipase B com quatro fatores de viruléncia como a formagao do tubo
germinativo, hidrofobicidade da superficie celular, adesdo a células epiteliais e
producdo de hemolisina em pacientes com HIV. Entretanto, Oksuz, et al (2007),
relataram a presenca de alta concentracdo de fosfolipases em amostras de C.
albicans mesmo em individuos saudaveis.

Silva et al. (2007) realizaram um estudo com o objetivo de verificar a
producado de proteinase, fosfolipase e slime de 37 cepas de Candida sp isoladas de
diferentes sitios corpéreos e ainda verificar o perfil de sensibilidade as drogas
fluconazol e itraconazol. Do total de 37 cepas de Candida sp 100% foram produtoras
de proteinases, e destas, 83,8% eram fosfolipases positivas, sendo todas sensiveis
ao fluconazol e ao itraconazol.

Em uma outra pesquisa, Kadir et al. (2007) verificaram que a

Clorexidina (um antisséptico bucal) foi capaz de suprimir a patogenicidade da C.
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albicans através da modulacdo da atividade da fosfolipase mesmo em doses

subterapéuticas.

1.3 MORTE CELULAR: APOPTOSE E NECROSE

A morte celular pode ocorrer por duas vias distintas: necrética ou
apoptética. Estas vias podem ser discriminadas através de estudos morfolégicos e
bioquimicos. A necrose resulta de uma disfungdo celular aguda em resposta a
condigbes estressantes ou apds agentes toxicos e processos passivos com rapida
deplecdo de ATP celular. A liberagdo dos conteudos celulares, seguido da morte
celular, para o espacgo extracelular pode causar além de danos teciduais, injurias em
células vizinhas ou entdo ataque de células pro-inflamatérias em lesdes
(CHAUFFAILLE, 2005).

A necrose € caracterizada pelo entumecimento celular, alteracdes
das organelas, ruptura da membrana plasmatica, lise celular e liberacdo de
componentes celulares. Ha um balanco entre apoptose e necrose, determinado pela
resposta biologica dos fagocitos, onde a necrose leva a inflamagédo e imunidade
enquanto que a apoptose ndo (HASLETT et al., 1992; GREEN et al., 2000).

Ja apoptose ou também chamada de morte celular programada
diferencia-se da morte celular reconhecida como necrose. Enquanto a apoptose é
altamente ordenada a ponto de ser chamada de morte programada, a necrose é
abrupta, ocorrendo apds insulto extremo. O fendmeno apoptdtico € necessario,
fundamental e altamente organizado para o desenvolvimento e a manutencédo da
integridade do organismo, além de ser tdo complexo quanto a divisao e a
diferenciagao celular. O desencadeamento da apoptose é orquestrado tanto no
desenvolvimento embrionario e na renovagao tecidual como na resposta patoldgica
a lesédo celular (ruptura do DNA) ou a infecgao por patégenos, ou seja, situagdes que
representam ameacas a integridade do organismo. (CHAUFFAILLE, 2005).

Uma rede complexa de moléculas regula a apoptose e os principais
componentes sao as caspases (enzimas proteoliticas) que podem ser ativadas pela

via mitocondrial ou intrinseca, ou seja, por sinais que levam a liberagao de citocromo
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C desencadeando uma série de reacdes até a formacao do apoptossoma (ALNEMRI
et al., 1996).

Apoptose ocorre em dois estagios; o primeiro estagio é de
sinalizacdo e o segundo é o da execuc¢ao final. A apoptose apresenta um processo
caracterizado pela redugado celular, condensagao de cromatina, fragmentagcdo do
DNA internucleossomal e a formagao de corpos apoptoticos. Mudangas bioquimicas
também s&o observadas devido a perda da assimetria da membrana e
externalizacido da fosfatidilserina para superficie celular, além da exposicdo da
trambospondina que € uma glicoproteina trimérica que faz a ligagcao entre células
apoptéticas e fagoécitos (EARNSHAW et al., 1999).

Estudos realizados por Panagio et al. (2002) e Gasparoto et al.
(2004) mostraram que isolados de C. albicans de pacientes HIV+ apresentam um
novo mecanismo de patogenicidade envolvido na imunodepresséo, a inducdo da
apoptose em macrofagos peritoneias de murinos, fato este que as tornam mais
virulentas.

Panagio et al. (2002) verificaram a exposi¢cao de fosfatidilserina na
superficie de macréfagos, por meio de ligagdo a Anexina V-FITC, apds coincubagéao
de 5 a15 minutos com isolado de C. albicans (CR1) de paciente HIV+. Estas células
evoluiram para necrose entre 30 e 120 minutos. Os eventos de apoptose e necrose
nao ocorriam quando macrofagos eram coincubados com isolado de C. albicans
(577) de individuo HIV-, sugerindo que o isolado de C. albicans CR1 produziu
molécula(s) especifica(s) para inducao de apoptose.

Gasparoto et al. (2004), apos infectarem os camundongos com C.
albicans (CR1) verificaram que macrofagos do exudato peritoneal apresentaram
ligacdo a anexina V-FITC e se tornaram permeaveis ao lodeto de propideo. Tais
mudancas ocorreram entre 30 minutos e 2 horas apds infecgao in vivo e evoluiram
para necrose. Apos 24 horas de infeccdo com C. albicans viavel, houve aumento de
neutrofilos e dos niveis de IL-10 na cavidade peritoneal. Entretanto, C. albicans CR1,
tratada com pepstatina (um inibidor de proteinases), antes do in6culo, ndo induziu
apoptose de macréfagos, nem aumentou a producdo de IL-10. Estes resultados
indicam que o processo de apoptose pode induzir ou modular um padrao

antiinflamatério da resposta imune, na fase inicial de infecgao.
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1.4 RESPOSTA IMUNE A Candida Albicans

Compreender os mecanismos através do qual o sistema imune do
hospedeiro reconhece e elimina microrganismos patogénicos tornou-se cada vez
mais importante devido o ressurgimento de novas doencas infecciosas, 0 aumento
de tratamentos médicos que causam imunossupressao (quimioterapia e cirurgia de
transplante), bem como o aumento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS). As infecgbes por C. albicans sdao uma séria ameaga aos pacientes
imunodeprimidos e aqueles que tenham sido submetidos a procedimentos
cirargicos, com mortalidade atingindo 30 a 40%, apesar da disponibilidade de novas
classes de drogas antifungicas (HUFFNAGLE; DEEPE, 2003).

A capacidade de um fungo patogénico como C. albicans causar
infeccdo depende da capacidade deste patdgeno superar a resposta imune do
hospedeiro que é regulada pela producdo de citocinas pré e antiinflamatorias
(ROMANI, 2004).

Os mecanismos de defesa contra infec¢des fungicas sdo numerosos
e abrangem desde mecanismos da imunidade inata, até mecanismos da imunidade
adaptativa, os quais sdo especificamente ativados durante a infeccdo e doencga
(NEWMAN; HOLLY, 2001). Embora cada um possa contribuir de maneira diversa
nos diferentes sitios de infecgdo, a imunidade inata, por meio de macréfagos e
neutréfilos, domina a protecdo contra candidemia, enquanto a imunidade celular
ativada predominantemente por citocinas Th1, protege as mucosas da infecgéo
(ROMANI, 2002).

As células da imunidade inata (macrofagos, neutrofilos, células
natural killer (NK) e células dendriticas), possuem um efeito direto antifungico na
destruicdo do patdégeno e realizam um elo com a imunidade adaptativa, por meio da
producdo de citocinas e de quimiocinas proinflamatérias, indugcao de atividades
coestimulatérias e apresentacdo de antigeno (ROMANI, 2004). Durante a indugéo
da imunidade mediada por células (IMC), antigenos da Candida sao apresentados
para células T e estimulam sua proliferagdo com subsequente sintese de citocinas, e
em ambos, humana e camundongos estas citocinas aumentam a fungéo
candidacida das células fagociticas (NEWMAN; HOLLY, 2001).
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O papel da imunidade celular no controle da infec¢gao causada por C.
albicans tem sido bem demonstrado em modelos experimentais nos quais a
dicotomia da resposta imune do tipo CD4+ Th1 e CD4+ Th2 é considerada um fator
importante para a suscetibilidade ou resisténcia a infeccdo por Candida. Enquanto
uma resposta tipo Th1 com producdo de IFN-y e IL-2 estd relacionada com
resisténcia a Candida, a resposta tipo Th2, com secrecao de IL-4, IL-5 e IL-10, esta
relacionada com susceptibilidade a este patégeno (CARVALHO et al., 2003).

A estimulagao de citocinas proinflamatorias e subsequente ativagao
das defesas antifungicas do hospedeiro depende do reconhecimento especifico do
fungo invasor (CAMBI et al., 2008). O reconhecimento do patégeno na imunidade
inata € mediado por uma série de receptores de reconhecimento de padrbes
moleculares associados ao patogeno (PAMPs) presentes em microrganismos
patogénicos, como lipopolissacarideos (LPS) em bactérias ou mananas e -
glucanas em fungos (TAYLOR et al., 2005b). Os receptores de reconhecimento
padrao incluem receptores tipo Toll (TLRs) e lectinas, que auxiliam nos processos de
sinalizagdo e fagocitose. Estes receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) s&o
expressos por numerosas ceélulas, incluindo leucdcitos polimorfonucleares, células
dentriticas, mondcitos, macréfagos, células B, células T, células endoteliais e
epiteliais (KERRIGAN; BROWN, 2009).

O Toll é originalmente definido como um gene da Drosophila, que
esta associado a resisténcia microbiana (HOFFMANN; REICHHART, 2002).

O reconhecimento dos PAMPs pelos PRRs induz vias de sinalizagao
intracelular que modulam uma resposta protetora e inflamatéria, como a ativacéo de
mecanismos antimicrobianos, expressao de moléculas coestimulatérias, liberagao de
citocinas proinflamatérias e modulagdo da imunidade adaptativa (NETEA et al.,
2004; PIETRELLA et al., 2006).

A resposta imune na infeccdo por Candida € iniciada com o
reconhecimento de PAMPs especificos, os quais levam a uma resposta
préinflamatéria. Desta forma, as moléculas da superficie de Candida funcionam
como fatores de viruléncia que ativam o sistema imune. C. albicans possui uma
variedade de PAMPSs, incluindo quitina, glucana, manana, manoproteinas e
glicolipideos. O reconhecimento diferencial destes componentes na parede de C.

albicans é mediado através de numerosos PRRs, como TLRs, receptor de manose,
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Dectina-1, receptor de complemento 3 (CR3) e lectinas ligada a manose (NETEA et
al., 2008; VILLAR; DONGARI-BAGTZOGLOU, 2009).

Os receptores tipo Toll 2 e 4 (TLR2 e TLR4) tem sido demonstrados
como importantes receptores de reconhecimento para Candida (NETEA et al.,
2004b; ROEDER et al., 2004).

Villamon et al. (2004), demonstraram que o TLR2 é essencial na
defesa de murinos contra infeccdo por Candida, devido camundongos nocautes
TLR2™ terem sobrevivido menos a infecgdo por C. albicans do que os camundongos
normais e apresentado baixa producdo de TNF-a e de quimiocina MIP-2. Por outro
lado, Netea et al. (2004) demonstraram que TLR2 suprimiu a imunidade contra C.
albicans através da inducdo de IL-10 e células T regulatérias. Sobre as condigbes
deste ultimo experimento, os macréfagos TLR2" tiveram uma maior capacidade de
migrar para o local da infeccdo e maior atividade candidacida. Isto implica que C.
albicans pode evadir-se das defesas do hospedeiro através dos sinais mediados
pelo TLR2.

Outro receptor PAMP, o TLR4, pode também estar envolvido nas
defesas antifungicas, embora ndo haja nenhum consenso geral quanto seu papel
especifico na resposta para infecgdes fungicas. Camundongos deficientes para
TLR4 demonstraram aumentada susceptibilidade para candidiase disseminada
(BELLOCCHIO et al., 2004). Um estudo realizado por Blasi et al. (2005) com
linhagens de macrofagos deficientes em TLR2, TLR4 e MyD88 mostrou que os
macrofagos com TLR2 deletado exibiam aumentada capacidade para conter a
infeccdo por C. albicans, comparados aos controles. Em contraste, ambos os
macréfagos deficientes em TLR4 e MyD88 mantiveram os niveis de atividades
funcionais normais comparados com os seus respectivos controles. Na produgao de
citocinas os macrofagos deficientes em TLR2 mostraram um padrao de producao de
citocinas similiar ao controle. Estes resultados mostraram que o TLR2 e TLR4
apresentam diferente relevancia bioldgica, em que TLR2, mas ndo o TLR4, esta
envolvido na realizagdo da atividade candidacida mediada por macréfagos,
enquanto a produgao de citocinas em resposta a C. albicans parece ser TLR4
dependente, mas nédo TLR2.

A razdo para esta divergéncia nos resultados de camundongos
nocautes para TLR2 e TLR4 em diferentes estudos ndo é compreendido. No

entanto, resultados discrepantes podem ser pelo menos parcialmente explicados
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pelo uso de animais com diferentes genomas, desafiados com diferentes cepas de
fungos e anadlise da carga fungica em diferentes 6rgaos. Este ultimo pode ser um
fator importante, porque o crescimento e morfogénese do fungo podem ser
regulados de forma diferenciada em diferentes tecidos. Além disso, uma resposta
protetora tecido-especifico tem sido comprovada na existéncia de infeccbes por
Candida. Deste modo, dependendo do mecanismo imune regulador e efetor em
cada tecido ou orgao, a sinalizagdo mediada pelo TLR pode ou n&o desempenhar
um papel importante na protegao (VILLAR; DONGARI-BAGTZOGLOU, 2009).

E conhecido também que os TLR1 e TLR6 s3o capazes de formar
heterodimeros com TLR2, e que esta heterodimerizagao fornece um reconhecimento
especifico de estruturas microbianas e uma ajustada resposta para as diferentes
classes de microrganismos. O heterodimero TLR2/TLR1 reconhece lipopeptideos
triacil de bactérias (TAKEUCHI et al., 2002), enquanto o heterodimero TLR2/TLR6
reconhece lipopeptideos diacil de bactérias e acido lipoteicdico (TRIANTAFILOU et
al., 2006). Embora o papel do TLR2 no reconhecimento de C. albicans &€ bem
estabelecido, pouco se sabe sobre o potencial envolvimento do TLR1 e/ou TLR6 no
reconhecimento de Candida e na defesa do hospedeiro contra Candida.

Em adicdo, Netea et al. (2007) realizaram um trabalho para
investigar o papel do TLR1 e TLR6 no reconhecimento de C. albicans e a defesa do
hospedeiro. Os resultados demonstraram que o TLR1 ndo esta envolvido no
reconhecimento de C. albicans, e os camundongos nocautes (TLR1”") mostraram
uma susceptibilidade normal para candidiase disseminada. No entanto, o
reconhecimento de C. albicans por TLR6 modulou o balango entre citocinas Th1 e
Th2, onde os camundongos TLR6™ tiveram uma resposta prdinflamatoria com
aumento na produgéo de interferon-y (INF-y) e pouca producgéo de IL-10 comparados

+/+

com o controle TLR6"". No entanto este fendtipo ndo foi associado com uma
significante diferenga na susceptibilidade para candidiase disseminada.

Outro tipo de lectina (CD-SIGN) é capaz de internalizar C. albicans
por reconhecer estruturas complexas de manosideos expostas nas células
leveduriformes (CAMBI et al., 2003; TAYLOR et al., 2004). Nagaoka et al. (2005)
demonstraram o papel regulatério da lectina tipo-C SIGNR1 na sinalizagao
dependente de TLR4 em ratos. Na resposta imune celular, tal lectina se apresenta
associada a receptores TLR2 (WELLS et al., 2008). Galectina-3, uma lectina

originalmente descrita por sua ligagdo especifica com a galactose, liga-se a
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monosideos [(-1,2 especificos de Candida (FRADIN et al., 2000) e também se
associam a receptores TLR2 quando ha interagdo de macréfagos com leveduras
(JOUAULT et al., 2006).

A capacidade de C. albicans rapidamente modificar sua morfologia
de levedura para filamento é crucial para a patogenicidade. A ligagcao de distintos
receptores para levedura e para hifa define a natureza da resposta efetora, pela
producado de citocinas pro-inflamatorias e fatores coestimulantes. Van der Graaf et
al. (2005) demonstraram que blastoconidios e hifas de C. albicans diferem no
estimulo da resposta no hospedeiro, onde os blastoconidios estimulam ambos
receptores TLR-2 e 4, sendo que o ultimo é responsavel pela grande produgao de
IFN-y por mondcitos e de fator de necrose tumoral-a (TNF-a) por macréfagos
peritoneais. Hifas, por sua vez, ndo foram reconhecidas por TLR-4 e induziram
grande produgéo de IL-10, por meio do TLR-2, e ndo produgéo de IFN-y.

Brown e Gordon (2001) identificaram em macrofagos o receptor
dectina-1 para B-glucana. E um receptor transmembrana tipo Il que contém um
dominio simples extracelular de lectina tipo-C, expresso amplamente na superficie
de fagécitos, incluindo macrofagos e células dendriticas e contribui na resposta
imunoldgica para [(-glucanas. Gantner et al. (2003) demonstaram que em
macréfagos e células dendriticas, os receptores Dectina-1 e TLR2 colaboraram na
coordenacgao da resposta inflamatéria com a secreg¢ao de citocinas e a produgao de
espécies reativas do oxigénio (ROS) em resposta ha particulas que contém [3-
glucana.

Em adigao, foi demonstrado que apos fagocitose de blastoconideos
de C. albicans incubados com macrofagos houve secrecdo de TNF-a, IFN-y,
aumento na produgdo de superdoxido e da capacidade fungicida, devido o
envolvimento dos receptores dectina-1, TLR2 e 4. No entanto, na fagocitose de
hifas, houve uma resposta antiinflamatéria, com a producédo de IL-10, reduzida
producdo de superoxido e diminuida capacidade fagocitica. Isso ocorre porque
durante o crescimento filamentoso ndo ha separacdo de células, com isso a
exposicao da B-glucana nao ocorre e o patégeno falha na ativagdo do dectina-1
(GANTNER et al., 2005).
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Os fagécitos expressam também receptores para complemento (CR)
e anticorpos (FcR), e varios pesquisadores t€ém demonstrado que a fagocitose de C.
albicans por fagocitos mononucleares € aumentada quando as leveduras estao
opsonizadas com soro normal (GAZIRI et al., 1999; SANTOS et al., 2002). Porém,
quando o soro foi pretratado com sobrenadante de C. albicans, houve significante
reducao da fagocitose sugerindo que C3 do complemento possa ter sido degradada
por aspartil proteinases.

Receptores de manose tém sido implicados no reconhecimento de
superficies rica em manana, sendo especialmente importantes na fagocitose de C.
albicans, resultando em producdo de citocinas proinflamatérias, degradacdo do
fungo, estimulo de moléculas coestimulatorias e moléculas de MHC classe Il e
ativagdo de resposta celular protetora Th1 (KERRIGAN; BROWN, 2009).
Macrofagos sdo capazes de ingerir e matar C. albicans através dos receptores de
manose, na qual estdo envolvidos na producdo de TNF-a, IL-1a, IL-6 e fator
estimulador de colonia de mondcitos e granulécitos (GM-CSF) (NETEA et al., 2006).

O papel dos receptores de manose durante a infeccado tem sido
demonstrado em modelos de candidiase em murinos, onde a administragao
intraperitoneal de C. albicans resultou em um aumento da carga fungica em
camundongos nocaute em receptor de manose (VILLAR; DONGARI-BAGTZOGLOU,
2009). A expressédo aumentada de receptores de manose devido ao fator
estimulador de colénias de mondcitos (M-CSF) (KARBASSI et al., 1987), do IFN-y
(MARODI; JOHNSTON JUNIOR, 1993) e de Concanavalina-A (LOYOLA et al., 2002;
MORESCO et al 2002) tem melhorado a capacidade fagocitica de macréfagos.

A ativacdo de macrofagos é importante para a atividade candidacida.
O IFN-y é considerado um excelente estimulador da capacidade de macrofagos para
combater C. albicans, pois ativa células fagociticas mononucleadas de diferentes
hospedeiros e sitios anatbmicos, estimulando os mecanismos dependentes de
oxigénio e independente de oxigénio. A sintese de IFN-y serve como um sinal de
ativacdo para aumentar a capacidade fungicida de células efetoras como os
macréfagos (HUFFNAGLE; DEEPE, 2003; ROMANI, 2002).

Como ja mencionado, os fagécitos tém atividade intrinseca, que
pode ser aumentada com a presenca de opsoninas e citocinas derivadas de células
T. Concanavalina-A (Con-A) é uma lectina mitogénica, isolada de Canavalia

ensiformis, e apresenta ampla ag&o biologica através da interagcdo com sitios de
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interacdo com agucares, mimetizando a ativagdo por antigenos e induzindo a
ativacao policlonal de linfécitos (AGRAWAL; GOLDSTEIN, 1968). Con-A liga-se
diretamente as moléculas de carboidratos (D-glucopiranosideo e D-
manopiranosideo) do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) e ao
receptor de linfocito T (TCR), induzindo resposta celular pela oligomerizagado de
TCRs na superficie celular, resultando na indugao da resposta celular (ANDERSON;
MELCHERS, 1976). A ativagédo de células Th1 induz a produg¢do de citocinas como
IL-2, IFN-y e TNF-B (BERTRAN et al., 1997; BARBUTO, 2001).

Felipe et al. (1995) demonstraram que o tratamento prévio de
camundongos com Con-A ou extrato de semente de jaca aumentou a capacidade
destes animais eliminarem o inéculo de C. albicans da cavidade peritoneal, baco,
figado e rim, em relagcdo aos animais controle.

Em adicdo, Gaziri et al. (1999) demonstraram que apos quatro dias
de administracdo de uma dose unica de Con-A em camundongos, houve uma
predominante ativacdo nos macrofagos do exsudato peritoneal, observado pelo
aumento na quantidade de células, o dobro dos camundongos nao tratados, e
distinto aspecto morfolégico das células, onde as mesmas se apresentaram mais
espalhadas e bem maiores que os macrofagos residentes. Esta ativagdo nos
macrofagos aumentou significantemente a fagocitose de C. albicans 577 e dobrou a
quantidade de leveduras intracelular por macrofago, quando comparados com o
controle. Os inibidores de receptores de manose (manana e manose), quando
adicionados antes e durante os ensaios fagociticos, reduziram significativamente a
fagocitose, sugerindo uma maior expressao e atividade destes receptores através do
tratamento com Con-A.

Os neutrofilos sdo também extremamente importantes nas defesas
nao-especificas contra infecgcdes sistémicas causadas por C. albicans, como
mostrado pelo fato que pacientes neutropénicos sao altamente suscetiveis a
infeccées fungicas. Os neutréfilos sdo capazes de matar Candida na forma de
pseudohifa e hifa através de mecanismos oxidativos e n&o-oxidativos. Loyola et al.
(2002) testaram a hipdtese que apds administragcado de dose unica i.p. de Con-A nos
camundongos, a proporg¢dao de neutréfilos e macréfagos no exsudato peritoneal e
suas atividades fagocitica e candidacida poderia mudar com o tempo. Os resultados
demonstraram que seis horas apos a administracdo de Con-A houve uma migragéo

de neutrdfilos ativados para cavidade peritoneal. E um grupo de camundongos
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submetidos a este tratamento sobreviveu ao indculo de 1x10® de C. albicans (577),
enquanto 50% dos nao tratados morreram. Observaram ainda que os macrofagos,
além de assumirem um importante papel na defesa contra candidiase, tiveram um
aumento de atividade de receptores de manose. Fenbmeno este evidenciado pelo
aumento de interiorizagdo do ligante albumina-manose-FITC, comparado com os
macrofagos de animais tratados com PBS. Esse aumento de atividade de receptores
de manose foi também evidenciado pelo aumento de fagocitose de C. albicans,
atingindo o maximo pelo tratamento com Con-A 72 a 96 horas antes da retirada dos
macrofagos para os ensaios fagociticos.

Diante destes resultados, Moresco et al. (2002) realizaram um
trabalho para avaliar o efeito de Con-A causar ativagao da fagocitose e morte de C.
albicans por macrofagos peritoneais de camundongos em aleitamento e adultos. Os
resultados demonstraram que em ambos os camundongos, apds administracdo de
Con-A, os macréfagos tiveram o mesmo efeito ativador. Ou seja, ambos podem
utilizar os mesmos mecanismos para a criagdo de uma populagdo de macrofagos
com aumentada capacidade de fagocitar e matar C. albicans. Provavelmente por
Con-A ligar-se a residuos de carboidratos em linfécitos Th1, e estimular a liberagéo
de INF-y, que, por sua vez, ativou os macrofagos e resultou em melhor atividade
fagocitica e candidacida via receptores de manose, que foi dependente da dose de
Con-A administrada.

Macrdfagos peritoneais de murinos coincubados com um isolado de
C. albicans (CR1) obtida de individuos infectados com HIV mostraram sinais
precoces de apoptose, como a exposi¢ao da fosfatidilserina da membrana apds 5 a
15 min de coincubacao, progredindo para necrose apos 2h de incubagao, sugerindo
que este isolado explora a indugdo de apoptose como um fator de viruléncia
(PANAGIO et al., 2002).

Em adigdo, Gasparoto et al. (2004) realizaram um estudo para
explorar se este isolado de C. albicans CR1 causava apoptose ou necrose de
macrofagos apds sua inoculagédo dentro da cavidade peritoneal de camundongos, e
se esta indugao correlacionava-se com a secrecao de IL-10. Os resultados obtidos
demonstraram que os macréfagos peritoneias de camundongos que receberam
in6culo de C. albicans CR1 apresentaram sinais de apoptose e necrose de 30min a
2h depois, enquanto que C. albicans morta pelo calor ndo causou este mesmo

efeito. A producdo de IL-10 mostrou-se baixa durante as primeiras 6h pds-infecgao,
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quando os macrofagos predominavam no exudato peritoneal. No entanto, altos
niveis de IL-10 foram encontrados apds 24h correlacionando com um aumento de
neutréfilos no exudato. Além disso, o tratamento de CR1 com pepstatina (inibidor de
proteinases) preveniu o processo de apoptose e significantemente reduziu a
producao de IL-10, sugerindo que o aumento da produgao de IL-10 foi causada por
um processo que ocorre durante a fase inicial da infecgdo, como a apoptose,
necrose e eliminacéo das células mortas.

Recentemente Conchon-Costa et al. (2007) demonstraram que Con-
A exerceu um efeito protetor contra inéculo de C. albicans (CR15) e que a protegéo
exercida por Con-A era tempo dependente. Assim, todos os camundongos
infectados apds trés dias de tratamento com Con-A sobreviveram, enquanto 80%
dos camundongos do grupo controle morreram num periodo de 28 dias.
Camundongos que receberam um inéculo correspondente a 10" de blastoconideo
mantiveram inalterada a atividade de alanina transaminase (ALT) em 24 e 72 horas;
porém, com inoculo cinco vezes superior os camundongos controles morreram,
enquanto os tratados com Con-A apresentaram ALT inalterado, sem injuria ao
figado.

Neste estudo foi observado ainda, que no sobrenadante das células
do exudato peritoneal, figado e bago, o nivel de TNF-a aumentou significantemente
quando tratados com Con-A, porém esse fato nao foi verificado nos animais-
controle. Em resumo, o efeito protetor de Con-A foi evidenciado pela alta taxa de
sobrevivéncia, indice normal de ALT, ativacdo de macrofagos, producao fisioldgica
de TNF-a e aumento da eliminagédo do patdégeno (CONCHON-COSTA et al., 2007).

Os estudos anteriores mostraram que os macréfagos sdo as
principais células efetoras contra infeccado por C. albicans, e que esta atividade pode
ser aumentada na presenga de imunomoduladores como a concanavalina-A.
Sabendo disso, o presente trabalho ira avaliar a atividade destas células contra trés

isolados de C. albicans.
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2.1 GERAL
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Avaliar a interagao de trés isolados de Candida albicans (CR1, CR15

e 577) com macréfagos residentes ou ativados com Concanavalina-A (Con-A).

2.2 ESPECIiFICOS

K/
L4

Comparar o grau de necrose induzido por trés isolados de C.
albicans em macrdéfagos residentes ou ativados com Con-A,;
Avaliar a expressao e a atividade dos receptores de manose no
processo de fagocitose;

Avaliar a capacidade fagocitica e candidacida de macrofagos
residentes e ativados com Con-A;

Avaliar ingestdo de C. albicans opsonizada com soro fresco de
camundongo via receptores CR3 como possivel mecanismo de
escape do sistema imune;

Avaliar a transicdo da forma leveduriforme para a forma
filamentosa durante a interacdo dos trés isolados de C. albicans
com os macréfagos residentes ou ativados com Con-A,;

Avaliar a producdo de TNF-a apds fagocitose dos trés isolados
de C. albicans por macréfagos residentes ou ativados com Con-
A.
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos sui¢os, pesando entre 28-32g e 6-12
semanas de idade. Os camundongos foram mantidos em sala com temperatura
ambiente e receberam racado estéril e agua a vontade. O trabalho recebeu
aprovacdo do Comité de Etica em experimentacéo animal da Universidade Estadual
de Londrina sob registro n°® 49/08, processo 26886/2008.

3.2 IsoLADOS DE Candida Albicans

Isolados de Candida albicans CR1 e CR15 utilizados neste estudo
foram obtidos da mucosa oral de pacientes infectados pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) na Faculdade de Odontologia e no Hospital
Universitario da Universidade Estadual de Londrina, e mantidos em agar Sabouraud
dextrose coberto com 6leo mineral. Apds crescimento em caldo Sabouraud dextrose,
os isolados foram utilizados apds duas passagens em camundongos. C. albicans
577 foi isolada da pele de paciente HIV-negativo apresentando candidiase
mucocutanea, foi utilizado como controle negativo por ndo induzir apoptose de
macrofagos, C. albicans CR1 induz apoptose de macréfago (PANAGIO et al. 2002) e
CR15 foi testada neste trabalho.

3.3 CULTURA DE Candida Albicans

Os isolados de C. albicans (CR1, CR15 e 577) foram mantidos em
agar Saboraud destroxe em temperatura ambiente depois de retirados do animal.

Para realizagdo dos ensaios fagociticos, as células fungicas foram obtidas por
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crescimento em caldo Saboraud dextrose por 24 horas a 28°C. Apds este periodo de
crescimento as leveduras foram coletadas por centrifugacao (2000g, 6 min), lavadas
3 vezes com salina tamponada com fosfato (PBS) e ressuspendidas a 2X10°
células/ml em meio RPMI 1640, suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB)
inativado por aquecimento. As leveduras foram também opsonizadas por 5 min a
37°C em RPMI 1640 contendo soro fresco de camundongo nao-imune (2,5%) e
imediatamente coincubados com os macrofagos.

Para inativagéo dos isolados, os mesmos foram mantidos por 1h 30
min em banho Maria a 60°C em PBS. Para confirmar a inativacao, foi realizado
plagueamento de 25ul dos trés isolados em agar Saboraud dextrose por 24h a 37°C,

para posterior uso nos ensaios fagociticos.

3.4 MACROFAGOS E ENSAIOS FAGOCITICOS

Camundongos machos suigos, pesando entre 28-32g e 6-12
semanas de idade foram tratados com dose uUnica de 250ug de Concanavalina-A
(Sigma) / 250uL de PBS, intraperitonealmente (i.p.) ou somente PBS. Apds 3 dias os
animais foram sacrificados em éter etilico, as células do exudato peritoneal foram
coletadas por lavagem da cavidade peritoneal com 3ml de meio RPMI 1640
contendo 5% de SFB inativado por aquecimento. Os fagdcitos coletados foram
mantidos em frasco estéril imerso em gelo, para quantificagdo das células em
camara de Neubauer.

As células foram ajustadas a 4X10° células/ml e adicionadas as
laminulas (22x22mm) contidas em placas de cultivo celular de 6 pogos e incubadas
por 1 h a 37°C para permitir a aderéncia de células fagociticas na superficie de vidro.
Apoés este periodo de incubagdo as células foram lavadas com meio RPMI 1640,
para remoc¢ao das células nao aderentes.

Monocamadas de macrofagos peritoneais ativados com Con-A ou
PBS foram coincubadas com C. albicans CR1, CR15 e 577, viaveis ou mortas, por
0.5, 1 e 2 h a 37°C, opsonizadas ou nao-opsonizadas com soro fresco de

camundongo nao-imune (2,5%) em uma propor¢cdo de 1:5. A porcentagem de
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macrofagos fagocitando foi determinada apds coloracdo das células com Giemsa

pela contagem de 10 campos em imerséo.

3.5 EXPRESSAO E ATIVIDADE DOS RECEPTORES DE MANOSE

A analise da expressao dos receptores de manose foi realizada pela
ligacdo da fluoresceina isotiocinato (FITC)-ligado a manose-BSA (Sigma).
Monocamadas de fagdcitos de camundongos pré-tratados com Con-A ou PBS trés
dias antes foram incubadas com 40ug de FITC-ligado a manose-BSA / 0.5ml de PBS
por 15 min a 24°C. As preparagdes foram mantidas em PBS-glicerol e analisadas em
microscopia de fluorescéncia (Zeiss).

A inibicdo dos receptores de manose foi investigada pela adicéo de
manana (Sigma; 100ug) e manose (Sigma; 100mM) empregado em meio RPMI nos

ensaios fagociticos como descrito anteriormente no item 3.4.

3.6 DIMORFISMO

O dimorfismo foi avaliado apds 2h de coincubacao de macrofagos
com C. albicans CR1, CR15 e 577. Leveduras e formas filamentosas foram contadas
dentro e fora dos macréfagos em imersao (10 campos), usando microscopio Nikon
Alphaphot YS.

3.7 ENSAIOS DE APOPTOSE

Macrofagos peritoneais obtidos como descrito acima foram
coincubados com C. albicans opsonizadas (5 leveduras/macrofagos) em meio RPMI
contendo SFB por 1 h a 37°C, lavadas trés vezes com meio RPMI e imediatamente

lavadas com tampao e submetido ao kit TACS anexina V-FITC (R&D systems,
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Mmineapolis, MN, USA), para deteccao da apoptose. As células foram coradas com
iodeto de propideo e 6-carboxifluoresceina diacetato (6-CFDA), por 15 min a 18 —
24°C para avaliar a presenga de células necroticas e viaveis, respectivamente, como
descrito por Gasparoto et al., 2004. Todos os testes usando corante fluorescente

foram observados em microscépio de fluorescéncia (Zeiss) e fotografados.

3.8 ENsAIOS DE TNF-a

Os sobrenadantes dos ensaios fagociticos foram coletados por
centrifugagdo das amostras (2000g, 10min, 4°C) e armazenados a -20°C para
posterior deteccao de TNF-a através da técnica do ensaio imunoenzimatico de
captura (ELISA) usando Kit da eBioscience (USA) contendo anticorpo purificado
anti-TNF-a de camundongo (1F3F3D4). A concentrac&o da citocina foi determinada
com referéncia na curva padrao por seriadas diluicdes de TNF-a recombinante de

camundongo, a absorbancia 6tica mensurada a 492 nm.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada através dos testes ANOVA e teste t

Student para avaliar a diferenca entre as médias. P <0,05
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4 RESULTADOS

4.1 DIFERENCAS MORFOLOGICAS ENTRE ISOLADOS DE Candida Albicans

Os trés isolados de C. albicans (CR1, CR15 e 577) ap0s retirada da
cultura estoque (agar Sabouraud dextrose cobertas com oleo mineral) foram
crescidos em Sabouraud dextrose a 28°C por 24h, centrifugados 2 vezes para
remocgao do 6leo mineral e adicionado meio fresco. A Figura 1 mostra a aparéncia
morfolégica entre os trés isolados apds analise em microscopio Optico, onde se
observa que blastoconideos de C. albicans 577 sao ovais, de C. albicans CR1 sao
esféricos e pequenos e de C. albicans CR15 parece um grao de uva e sao duas

vezes maiores que CR1.

Figura 3 — Aparéncia morfolégica dos isolados de c. albicans

Os isolados 577 (a), CR1 (b) e CR15 (c) foram crescidos em caldo
Sabouraud dextrose por 24 horas a 28°C e fotografados em
microscopio 6ptico (40x).
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4.2 APOPTOSE E NECROSE DE MACROFAGOS

A avaliagdo de apoptose e necrose de macréfagos foi realizada
tendo como controle o isolado 577 por ter sido previamente observado nao induzir
apoptose de macréfagos (PANAGIO et al., 2002; GASPAROTO et al., 2004). Os
macrofagos de camundongos pré-tratados com PBS e coincubados com CR15
mostraram maior frequéncia de exposigdo da fosfatidilserina, através da ligagéo da
anexina V-FITC, comparado aos macrofagos ativados com Con-A (Fig 2a e 2b). A
exposicao da fosfatidilserina € uma caracteristica que ocorre no inicio de apoptose.
Quando monocamadas de macréfagos foram coincubadas com C. albicans CR15
mortas pelo calor ou previamente tratadas com pepstatina (um inibidor de
proteinases) antes da incubagdo com macrofagos, ndo houve indugdo de apoptose

(micrografia ndo mostrada).

Figura 4 — Exposi¢do da fosfatidilserina apds incubagdo de macréfagos
com C. albicans CR15

Macrofagos foram coincubados com C. albicans CR15 opsonizadas com soro fresco de
camundongo ndo imune (2,5%) na proporgéo de 1:5 por 1h e marcadas com anexina V-FITC. (a)
Macroéfagos de camundongos pré-tratados com PBS; (b) macréfagos de camundongos pré-tratados
com Con-A. Resultados representativos de quatro experimentos independentes.

Fonte: Vito (2007).



44

As células necréticas foram visualizadas pela coloragdo com iodeto
de propideo (células coradas em vermelho) e as células viaveis pela coloragédo com
6-CFDA (células coradas em verde). Os macrofagos de camundongos pré-tratados
com PBS apods fagocitose de C. albicans CR15 opsonizadas com iC3b foram mais
frequentemente corados com iodeto de propideo, enquanto, os macrofagos de
camundongos ativados com Con-A mantiveram-se viaveis ndo permitindo a entrada
do iodeto de propideo (Fig 3). A Figura 3b mostra a maioria destes macrofagos
corados com 6-CFDA e as leveduras do lado de fora coradas em vermelho com o

iodeto de propideo.

.
Figura 5 — Micrografia de fluorescéncia de macréfagos corados com iodeto de
propideo e 6-CFDA

(a) macrofagos controle de camundongos pré-tratados com Con-A; (b) macréfagos de
camundongos pré-tratados com Con-A e incubados com C. albicans CR15 opsonizada; (c)
macréfagos controle de camundongos pré-tratados com PBS; (d) macréfagos de camundongos
pré-tratados com PBS e incubados com C. albicans CR15 opsonizadas. Resultados
representativos de quatro experimentos independentes.
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4.3 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE CON-A NA FAGOCITOSE DE Candida

Para avaliar o efeito de Con-A na fagocitose de C. albicans CR1,
CR15 e 577, macréfagos peritoneais previamente ativados com Con-A foram
incubados com blastoconideos dos trés isolados mortos pelo calor por 0,5 e 2h. A
porcentagem de macréfagos fagocitando C. albicans CR1, CR15 e 577 mortas na
auséncia do soro foi significantemente maior nos macréfagos de camundongos pré-
tratados com Con-A 3 dias antes, comparado aos controles (Fig 4a e 4b). A
opsonizagcao com soro fresco de camundongo nao imune aumentou a internalizagao
de C. albicans CR1, CR15 e 577, para ambas as populagbes de macrofagos, pré-
tratados com PBS ou pré-tratados com Con-A, no entanto, a internalizagdo foi
significativamente maior nos pré-tratados com Con-A quando comparado aos PBS
(Fig 4a e 4b).
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Figura 6 — Efeito da administracao de Concanavalina-A na fagocitose de C.
albicans mortas pelo calor.

Macrofagos de camundongos pré-tratados com PBS ou com Con-A foram
coincubados com C. albicans CR1, CR15 e 577 nao opsonizadas ou opsonizadas
(S) por 0,5h (a) e 2h (b) a 37 °%Cea porcentagem de macréfagos fagocitando foi
determinada pela contagem de 10 campos em imersao no microscopio Optico.
Dados constituem média e desvio padrao de 3 experimentos. *P<0,05 comparados
com macrofagos residentes.

Para avaliar o efeito de Con-A na fagocitose de C. albicans CR1,
CR15 e 577, macréfagos peritoneais previamente ativados com Con-A foram
incubados com blastoconideos dos trés isolados vivos por 2h. A porcentagem de
macréfagos fagocitando C. albicans CR1, CR15 e 577 vivas na auséncia de soro

fresco de camundongo nao imune foi significantemente maior nos macréfagos de
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camundongos pré-tratados com Con-A, comparado aos controles (Fig 5). A
opsonizagcao com soro fresco de camundongo nao imune aumentou a internalizagao
dos trés isolados testados, para ambas as populagées de macrofagos, pré-tratados
com Con-A ou PBS, sendo que a internalizagao foi significantemente maior nos pré-
tratados com Con-A que nos pré-tratados com PBS. Estes resultados mostraram
similaridade com os resultados obtidos nos ensaios fagociticos realizados com os

trés isolados de C. albicans mortas pelo calor.

35
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Figura 7 — Efeito de administracdo de Con-A na fagocitose de C. albicans vivas.

Macréfagos de camundongos pré-tratados com PBS ou com Con-A foram coincubados com C.
albicans CR1, CR15 e 577 nao opsonizadas ou opsonizadas (S) por 2h a 37°Cea porcentagem de
macréfagos fagocitando foi determinada pela contagem de 10 campos em imersdo no microscépio
Optico. Dados constituem média e desvio padrdao de 4 experimentos. *P<0,05 comparado com
macroéfagos residentes.

4.4 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE CON-A NA ATIVIDADE DOS RECEPTORES DE MANOSE

A avaliacdo da expressao dos receptores de manose foi realizada
pela ligacdo do FITC-manose-BSA. Monocamadas de macréfagos de camundongos
pré-tratados com Con-A por 3 dias antes, apresentaram uma maior expressao de
receptores de manose, como verificado pela intensa ligagao do FITC-manose-BSA a

24°C, comparado aos macrofagos de camundongos pré-tratados com PBS (Fig 6).
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Figura 8 — Avaliagdo da expressdo dos receptores de manose
pela ligagdo do FITC-manose-BSA.

Monocamadas de macréfagos de camundongos pré-tratados com PBS
(A) ou Con-A (B) trés dias antes foram incubados com FITC-manose-
BSA por 15min a 24°C. Resultados representativos de quatro
experimentos independentes.

Em adicdo, estudo do perfil de receptores de manose foi realizado
utilizando um ensaio competitivo de fagocitose de Candida (2x10°) na presenca de
manana (100ug/ml) e manose (100mM/ml). Os resultados mostram que macrofagos
de camundongos pré-tratados com Con-A 3 dias antes apresentaram superior
atividade dos receptores de manose que pode ser observado pela significante
reducao da fagocitose dos trés isolados testados na presenca de manana e manose
durante os ensaios fagociticos quando comparado aos macrofagos de camundongos

pré-tratados com PBS (Tabela 1).
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Tabela 1 — Efeito inibitério da manana e manose da fagocitose de C. albicans

Condigoes CR15 577 CR1
PBS Controle 8.3+4 .1 5.7+3.2 6.2+1.5
PBS
N.D N.D N.D

manana + manose
Con-A Controle 28.6+2.3* 28.8+11.1* 30.7+12.3*
Con-A

14.243.4% 13.1£1.8% 15.44£5.31

Manana + manose

Camundongos foram pré-tratados com Con-A (250ug), 3 dias antes dos ensaios e os
macrofagos incubados com C. albicans (5 blastoconideos por macréfagos) por 0,5h a 37°C.
A inibigdo dos receptores de manose foi investigada pela adicdo de manana e manose aos
ensaios fagociticos. Os resultados sdo média + desvio padrdo para trés experimentos. *P
<0.05 para Con-A vs PBS. 1 P < 0.05 na presenca dos inibidores. (N.D — ndo determinado).

4.5 EFEITO DE CON-A NA PRODUCAO DE TNF-A POR MACROFAGOS

Estudo anterior realizado in vivo por Conchon-Costa et al. (2007)
demonstrou que camundongos pré-tratados com Con-A trés dias antes e infectados
com C. albicans CR15 tiveram um significante aumento na produg¢ao de TNF-a no
sobrenadante de células peritoneais, figado e bago em relagdo aos animais pré-
tratados com PBS. Sabendo disto, a participagdo da atividade dos macrofagos na
producao de citocinas in vitro foi investigada. A produgao de TNF-a no sobrenadante
dos ensaios fagociticos dos macréfagos ativados com Con-A e coincubados com C.
albicans CR1, CR15 e 577 mortas pelo calor ou vivas, foi significantemente
aumentada apdés 2h de coincubagdo com todos os isolados testados com

significancia de P<0.05 comparado ao controle (Fig 7a e 7b).
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Figura 9 — Efeito de Con-A na producao de TNF-a por macrofagos.

Os sobrenadantes dos ensaios fagociticos com C. albicans CR1, CR15 e
577 mortas pelo calor (a) ou vivas (b), opsonizadas com soro fresco de
camundongo nao imune (S) ou nao opsonizadas, foram coletados para
determinacdo da producdo de TNF-a através da técnica de ELISA.
Significancia estatistica *P<0.05 para Con-A vs. PBS. 1P<0.01 para Con-

A vs. Con-A+S.

50
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A producédo de TNF-a pela via do complemento CR3 foi também
investigada. Todos os isolados de Candida testadas mortas ou vivas foram
opsonizados com soro fresco de camundongo ndo imune, o sobrenadante coletado
e submetido ao teste de ELISA. Os resultados mostraram que nos ensaios
fagociticos realizados com os isolados de C. albicans mortas pelo calor, a produgéo
de TNF-a pelos macréfagos pré-tratados com Con-A foi superior aos obtidos pelos
macrofagos pré-tratados com PBS. No entanto, nos ensaios fagociticos realizados
com os isolados de C. albicans vivas ndo houve aumento nos niveis desta citocina
com a adi¢ao de soro tanto nos ativados quanto nos controles. Com relagdo a C.
albicans CR1 houve redug¢ao na produg¢ao de TNF-a com P<0.01 comparado ao sem

soro (Fig 7a e 7b).

4.6 TRANSICAO DA FORMA DE LEVEDURA PARA FILAMENTOSA DURANTE COINCUBACAO COM
MACROFAGOS

A capacidade de C. albicans diferenciar-se rapida e reversivelmente
entre levedura e forma filamentosa interfere na patogenicidade, e o crescimento
filamentoso traz vantagens para a Candida durante a interagdo com o sistema imune
de mamiferos (GANTNER et al., 2005). Diante disso foi investigado a transi¢cao da
forma de levedura para filamentosa durante coincubacdo com macrofagos pré-
tratados com Con-A ou PBS. Apdés 2h de coincubagcdo dos macréfagos com os
isolados de C. albicans CR1, CR15 e 577, dez campos em imersdo foram
analisados. Os resultados ilustrados na Tabela 2 mostraram que o dimorfismo foi
maior nos macrofagos dos camundongos pré-tratados com PBS comparado aos

macrofagos pré-tratados com Con-A (P<0.01).
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Tabela2 - Transicdo para formas filamentosas durante coincubacdo de
blastoconideos com macrofagos
Con-A PBS Con-A+S PBS+S
Isolados
Filamentos Filamentos Filamentos Filamentos
CR15 36.5+6.3 74.7£11.2* 30.9+4.5 70.6£12.1*
577 35.616.3 72.6% 2.3* 32.246.3 68.2+13.0*
CR1 40.2+9.4 78.1£10.7* 25.7+8.1 69.11£8,5*

C. albicans foram coincubadas com macrofagos a 37°C por 2h. A analise foi realizada através da
contagem de dez campos em imerséo e a porcentagem de formas filamentosas foi determinada na
presenca (S) ou auséncia de soro fresco de camundongo ndo imune. Os resultados sdo média +
desvio padrao para quatro experimentos. *P <0.01 em relagdo aos macrofagos pré-tratados com Con-

A



53

5 DISCUSSAO

Para um fungo patogénico como C. albicans causar infecgao é
necessario que supere a resposta imune do hospedeiro que é regulada pela
producao de citocinas pro e antiinflamatérias (ROMANI et al., 2004). Para iniciar o
processo de infecgcao ao hospedeiro, C. albicans expressa fatores de viruléncia tais
como: adesividade, alteragbes fenotipicas e morfoldgicas que resultam no sucesso
do processo infeccioso. Entre outros fatores envolvidos na transicdo da forma
comensal para a patogénica, destaca-se a protegao contra lise osmoética (parede
celular); liberagdo de proteinases, que facilitam que C. albicans atravesse o epitélio
do hospedeiro; formacéo de hifas para aumentar a capacidade nutricional e fixagao
ao tecido (CALDERONE; FONZI, 2001).

Trabalhos realizados por Panagio et al. (2002) e Gasparoto et al.
(2004) demonstraram um aumento na patogenicidade de C. albicans causado pela
capacidade de isolados de C. albicans (CR1) de pacientes HIV+ induzirem apoptose
em macréfagos peritoneais murinos e induzirem um aumento na produgéao de IL-10.

Neste trabalho, investigamos se C. albicans (CR15), também isolada
de pacientes HIV+, apresentava a mesma capacidade de CR1 em induzir apoptose
de macrofagos peritoneais. Apoptose ou morte celular programada pode favorecer o
patdgeno devido o alvo neste caso ser o macrofago, uma célula fundamental para
eliminagcao do microrganismo. O processo de apoptose ocorre nas mais diversas
situagbes, como por exemplo, na organogénese e hematopoiese normal e
patoldgica, na reposigao fisioldgica de certos tecidos maduros, na atrofia dos érgéos,
na resposta inflamatéria e na eliminagcéo de células apds dano celular por agentes
genotoéxicos (CHAUFFAILLE, 2005).As células apoptéticas modificam a superficie da
membrana que sdo reconhecidas pelos receptores presentes nos fagécitos. A
fosfatidilserina foi implicada como sendo um importante ligante neste processo de
reconhecimento, pois em condi¢cdes de normalidade, a fosfatidelserina é encontrada
no folheto interno da bicamada assimétrica da membrana de superficie e a
translocacado para o exterior da membrana é mediada por um fosfolipideo que é
ativado pela proteina kinase Cd (PKC®) (HUYNH et al., 2001).

O reconhecimento da fosfatidilserina na superficie da membrana

ocorre através do receptor de fosfatidilserina (PSR) que esta presente nos fagocitos
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e inicia a captacao da célula apoptotica. O englobamento destas células apoptéticas
nao ocorre somente para remové-las do tecido, mas também para providenciar
protecado do local danificado, resultado da liberagdo de componentes injuriosos ou
pré-inflamatérios. Em adicdo ao papel proposto na remocéo das células antes que
sofra lise, a ingestdo in vitro de células apoptéticas suprime ativamente a produgéo
de fatores de crescimento pré-inflamatérios, citocinas e quimiocinas (GM-CSF, MIP2,
IL-1, KC, IL-8 e TNF-a) e eicosandides. Esta modulagdo negativa dos mediadores
proinflamatérios em resposta a células apoptdéticas tem sido demonstrada em
macrofagos derivados de mondcito humano (RAW 264.7), macrofagos de linhagem
celular de murinos (J774), e macrofagos derivados da medula éssea, assim como
fibroblastos e células epiteliais de mamiferos (FADOK et al., 1998; McDONALD et
al., 1999).

Nossos resultados mostraram que a capacidade de C. albicans
(CR15) induzir apoptose foi dependente do estado funcional dos macréfagos, e da
opsonizagdo com C3b e iC3b. A opsonizagdo com soro fresco de camundongo n&o
imune promoveu uma maior exposicdo da fosfatidilserina na superficie externa da
membrana que pode ser observado pela ligagdo da anexina V-FITC nos macrofagos
pré-tratados com PBS comparado aos pré-tratados com Con-A (Fig 2a e 2b). Além
disso, os macrofagos pré-tratados com PBS coincubados com C. albicans CR15
opsonizadas foram mais destruidos e mais corados com iodeto de proprideo (Fig 3c
e 3d) comparado aos macréfagos pré-tratados com Con-A (Fig 3a). A Figura 3b
mostra que, além destes macréfagos se manterem viaveis (0 que pode ser
observado através da coloragdo com o 6-CFDA), eles foram capazes de matar as
leveduras tanto dentro quanto fora dos macrofagos, como observado pela coloragao
com iodeto de propideo.

Tem sido demonstrado por varios pesquisadores que a fagocitose de
C. albicans por fagécitos mononucleares, como os macrofagos, € aumentada
quando as leveduras estao opsonizadas por componentes do sistema complemento
(GAZIRI et al.,, 1999; SANTOS et al.,, 2002). No entanto o reconhecimento e a
fagocitose pelo CR3 nao dispara as defesas protetoras do hospedeiro, tais como o
“burst” respiratorio (NETEA et al.,, 2008; WRIGHT; SILVERSTEIN, 1983). Como
demonstrado por Panagio et al. (2002), o isolado de C. albicans 577 nao induz
apoptose de macréfagos. Uma hipétese para isto € o fato deste isolado n&o ser de

paciente HIV+. Uma vez que glicoproteinas do virus da imunodeficiéncia humana,
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através da gp41 e a gp160 ativam a producado de SAPs em C. albicans (GRUBER et
al., 1999). Assim, assume-se que este isolado € menos virulento que CR1 e CR15.
No entanto, outros estudos deverdo ser realizados para responder melhor esta
questdo. Os resultados obtidos neste trabalho com o isolado CR15 mostraram que
provavelmente os trés isolados testados, utilizando a via do complemento,
encontraram um ambiente apropriado para sobreviverem dentro das células
fagociticas.

A contencdo da invasdo do patégeno no hospedeiro exige uma
resposta rapida, geralmente exercida pelo sistema imune inato, o qual desenvolve
prontamente e precede a expansao clonal de linfocitos antigenos-especificos e a
liberagdo de citocinas que aumenta a ativagdo de macrofagos, consequentemente
melhorando a fagocitose. Con-A se liga diretamente as moléculas de carboidratos do
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) e receptores de células T auxiliar
(TCR), resultando na ativagcao de células Th1 (BERTRAM et al., 1997) e produgao
de citocinas como, IL-2, IFN-y, TNF-B (BARBUTO, 2001), aumentada ativacdo de
macréfagos e, consequentemente melhora a fagocitose.

Estudos realizados anteriormente demonstraram que o tratamento
prévio de camundongos com Con-A aumentou a capacidade destes animais em
eliminar o inéculo de C. albicans da cavidade peritoneal, bago, figado e rim,
comparado aos animais controle (FELIPE et al., 1995). Em adi¢c&do, Garizi et al.
(1999) demonstraram que a administracdo de Con-A 4 dias antes do ensaio
fagocitico resultou em ativagdo dos macrofagos do exudato peritoneal. A fagocitose
de C. albicans 577 aumentou significantemente em relagdo aos macréfagos controle
mediante 0 aumento de receptores de manose.

Corroborando estes resultados, neste trabalho, a analise da
capacidade dos macrofagos fagocitar os trés isolados de C. albicans (CR1, CR15 e
577) mortas pelo calor apés 0.5 e 2h de ensaio fagocitico foi diferente nas duas
populacdes de fagécitos (pré-tratados com Con-A ou pré-tratados com PBS). O
tratamento dos camundongos com Con-A trés dias antes dos ensaios fagociticos,
aumentou a capacidade dos macrofagos fagocitar os trés isolados testados,
comparado aos macréfagos de animais pré-tratados com PBS (Fig 4).

Os resultados dos ensaios fagociticos com os isolados de C.
albicans vivas (Fig 5), mostraram uma similaridade aos resultados obtidos com os

isolados mortos pelo calor, no que diz respeito a capacidade dos macrofagos
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fagocitar. Os resultados mostraram que os macréfagos pré-tratados com Con-A
mantiveram um alto potencial para ingerir C. albicans (CR1, CR15 e 577) comparado
aos macrofagos pré-tratados com PBS. A adi¢ao de soro fresco de camundongo n&o
imune aumentou a fagocitose em ambas as populagdes de macréfagos, mas nos
pre-tratados com Con-A foi significantemente superior, comparado aos pré-tratados
com PBS. Embora a capacidade de fagocitar das populagdes de macréfagos
coincubados com os trés isolados de C. albicans mortas pelo calor ou vivas, tenham
sido parecidos, observa-se uma redugao na porcentagem de fagocitose nos ensaios
realizados com os isolados vivos.

Esta redugdo pode estar relacionada com o desenvolvimento de
fatores de viruléncia por C. albicans durante o periodo de coincubacdo com os
macrofagos, como a transicdo da forma de levedura para filamentosa, inducdo de
apoptose e também da producdo de enzimas hidroliticas (aspartil proteinases e
fosfolipases). Segundo Romani et al. (1997), as formas filamentosas séao
necessarias para invadir as células do sistema imune, enquanto que as formas
leveduriformes pode ser a forma de proliferacao de tecidos infectados. Fé D Ostiani
et al. (2000) demonstraram que células dendriticas da pele de camundongos
fagocitaram ambas as formas de C. albicans (levedura e hifas), por mecanismos
distintos. Ambas as formas do fungo foram encontradas dentro de fagossomos,
porém a hifa escapava do fagossomo e vivia livre no citoplasma e a levedura era
degradada. Isso explica a enorme capacidade da C. albicans se adaptar e
sobreviver no ambiente intracelular de macrofagos. A forma leveduriforme induziu a
producao de IL-12, enquanto que a hifa inibiu IL-12 e induziu a producéo de IL-4. E é
bem conhecido que a IL-12 sinaliza para Th1 e estas células liberam IFN-y ativando
os macrofagos, enquanto que a producado de IL-4 sinaliza para Th2 que libera IL-10,
desativando as funcdes efetoras de macrofagos.

As SAPs, como ja descrito anteriormente, constituem também um
importante fator de viruléncia de C. albicans. Estudos anteriores realizados em
nosso laboratério demonstraram a producdo de proteinases como mecanismo de
escape do sistema imune. Andrade e Felipe (1992) evidenciaram in vitro a
participacdo de proteinases de C. albicans na morte precoce de macrofagos
peritoneais e que a adicdo de albumina ou pepstatina ao meio de incubagao
protegeu as células fagociticas dos efeitos deletérios das proteinases. A produgao

de proteinases (provavelmente SAP2) por CR1, CR15 e 577 foi detectada em placas
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de Agar com meio minimo e albumina como fonte de nitrogénio (ALMEIDA, et al.,
2004).

Outra caracteristica de macrofagos ativados ndo analisadas neste
trabalho, porém evidenciada por Vito (2007), € a capacidade de matar os trés
isolados de C. albicans (CR1, CR15 e 577). Os resultados do trabalho
demonstraram que macréfagos peritoneais de camundongos pré-tratados com Con-
A reduziram 75% do in6culo de Candida apd6s 1h de coincubagdo, enquanto
somente 25% do indculo foi reduzido pelos macréfagos peritoneais de camundongos
pré-tratados com PBS. Segundo Barbuto (2001), macrofagos ativados apresentam
ainda aumento da producéo de anion superoéxido e peréxido de hidrogénio, produgao
de NO, conteudos enzimaticos de lisossomas e consequente aumento do poder
microbicida.

O aumento na capacidade de macréfagos pré-tratados com Con-A
fagocitar e matar C. albicans (CR1, CR15 e 577) em relacdo aos macrofagos pré-
tratados com PBS pode estar relacionada ao aumento da atividade dos receptores
de manose nestes macrofagos, fato este observado pela intensa ligacédo do FITC-
manose-BSA nos macréfagos pré-tratados com Con-A em relagéo aos pré-tratados
com PBS (Fig 6), além da significante redugdo da fagocitose apds adigdo de
manana e manose nos ensaios fagociticos (Tabela 1). Estes receptores parecem
desenvolver um importante papel na defesa do hospedeiro e providenciam um elo
entre a imunidade inata e a imunidade adaptativa (STAHL; EZEKOWITZT, 1998). Ha
evidéncias que os receptores de manose estdo associados com uma via de
transducédo de sinal levando a produgao de citocinas como IL-183, IL-6 (YAMAMOTO
et al., 1997) e TNF-a (NETEA et al., 2006). Isto explica o fato dos niveis de TNF-a
obtidos nos ensaios fagociticos realizados tanto com C. albicans (CR1, CR15 e 577)
mortas pelo calor (Fig 7a) ou vivas (Fig 7b), na auséncia de soro fresco de
camundongo nao imune, ter sido significantemente maiores nos macrofagos pré-
tratados com Con-A, comparado aos macrofagos pré-tratados com PBS,
contribuindo assim com uma maior redugdo do indéculo por estes macréfagos
ativados, como demonstrado por de Vito (2007).

Estes dados corroboram com os obtidos in vivo por Conchon-Costa
et al. (2007), que demonstraram que camundongos pré-tratados com Con-A
apresentaram uma significante reducéo do inéculo de C. albicans e uma elevada

producao de TNF-a no figado, baco e nas células do exudato peritoneal em relagao
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aos animais pré-tratados com PBS. Estes resultados sugeriram que os macréfagos
de animais pré-tratados com PBS tiveram uma menor capacidade de depurar C.
albicans do local da infeccédo, que por sua vez disseminou-se para outros O0rgaos
como figado e bago. A hipdtese para isso seria que como os macréfagos néo
conseguiram matar C. albicans, estas comegaram a secretar proteinases, e
conseguiram evadir dos mecanismos microbicidas dos macréfagos e com isso,
induziram morte de macrofagos apos 0.5h de infecgao.

Niveis similares de TNF-a foram obtidos nos ensaios fagociticos
realizados com os isolados de C. albicans (CR1, CR15 e 577) mortas pelo calor e
opsonizadas com soro fresco de camundongo nao imune, tanto nos macrofagos pré-
tratados com PBS como nos macrofagos pré-tratados com Con-A. Os niveis de TNF-
a foram novamente significantemente maiores nos macréfagos ativados por Con-A
comparativamente aos tratados com PBS (Fig 7a). No entanto, nos ensaios
fagociticos realizados com os isolados de C. albicans vivas e opsonizadas com soro
fresco de camundongo n&o imune, ndo houve mudanga nos niveis de TNF-a
produzidos pelos macréfagos pré-tratados Con-A em relagdo aos macrofagos pré-
tratados com PBS. Observou-se ainda que, nos macrofagos pré-tratados com Con-A
e coincubados com o isolado CR1 opsonizado com soro fresco de camundongo néo
imune, a produgdo de TNF-a foi significantemente inibida (P<0.01) apos 2h de
coincubacéo (Fig 7b). Estes resultados sugerem que a fagocitose via CR3 pode néo
sinalizar para a producdo desta citocina. Nas condicbes de ndo opsonizagao, o
aumento de TNF-a pelos macrofagos pré-tratados com Con-A pode ser devido ao
aumento da atividade dos receptores de manose.

E conhecido que o reconhecimento do patégeno na imunidade inata
€ mediado por uma série de receptores de reconhecimento de padrdes moleculares
associados ao patogeno (PAMPSs), presentes nos microrganismos patogénicos. Na
resposta imune contra Candida este reconhecimento ocorre através de PAMPs
especificos, os quais desencadeiam uma resposta proinflamatoéria. C. albicans
possui uma variedade de PAMPs, incluindo quitina, glucana, manana,
manoproteinas e glicolipideos. O reconhecimento diferencial destes componentes na
parede de C. albicans é mediado através de numerosos PRRs, como TLRs, receptor
de manose, Dectina-1, receptor de complemento 3 (CR3) e lectinas ligada a manose
(NETEA et al., 2008; VILLAR; DONGARI-BAGTZOGLOU, 2009). No caso dos TLRs,

os TLR2 e TLR4, tém sido demonstrados como importantes receptores de
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reconhecimento para Candida (NETEA et al., 2004b; ROEDER et al., 2004). Os
resultados obtidos com a adicdo de manana e manose durante 0s ensaios
fagociticos mostraram uma redugdo de 50% da fagocitose assim, a participagéo
destes outros receptores (TLR2, TLR4 e dectina-1) ndo pode ser descartada.
Segundo Netea et al. (2006), o reconhecimento de Candida por estes receptores

aumenta também a producgao de TNF-a.
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CONCLUSAO

Podemos concluir que:

« A capacidade de C. albicans induzir apoptose depende do

*,

estado funcional dos macrofagos visualizado pela ligacdo com a
anexina V-FITC, onde nos macrofagos PBS foi maior comparado
aos ativados com Con-A,;

% O numero de macrofagos corados com iodeto de propideo
(indicador de necrose) foi maior nos macréfagos PBS

comparado aos macréfagos ativados com Con-A;

%

» Macréfagos Con-A apresentaram uma maior expressdo de
receptores de manose visualizado pela intensa ligacdo do
glicoconjugado manose-BSA- FITC comparado aos macrofagos
PBS;

» Os macrofagos ativados com Con-A apresentaram um aumento

%

significante na fagocitose e na atividade candidacida em relagao
ao controle e na presenga de soro nao imune em ambas
populagdes de macrofagos houve aumento da fagocitose mas,
nao da atividade candidacida;

+ Os niveis de TNF-a aumentaram significantemente nos ensaios

fagociticos realizados com macréfagos ativados com Con-A e
correlaciona com maior capacidade para matar Candida
reduzindo assim o dimorfismo. Em contraste os macréfagos
controle mantiveram niveis basais de TNF-a, o que proporcionou
um melhor ambiente para a transicao da forma mais agressiva,
ou seja, de levedura para forma filamentosa.

Em resumo, a ativagdo dos macréfagos com Con-A trés dias antes
proporcionou a eles uma maior capacidade de fagocitar e matar C. albicans. Este
fato pode ser devido ao aumento da atividade dos receptores de manose, um
aumento na producdo de TNF-a, contendo o desenvolvimento de fatores de
viruléncia, como a transi¢ao da forma de levedura para filamentosa, que seria crucial

para a sobrevivéncia da Candida.
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