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CARVALHO, Paula Galdino Cardin de Efeito de Concanavalina-a no perfil de 
citocinas e atividade fagocítica de Candida. 2011. 88 f. Dissertação (Mestrado em 
Microbiologia) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2011. 
 
 

RESUMO 
 
 

Candida albicans é o patógeno mais comum nas candidíases cutâneas e da 
orofaringe, porém infecções causadas por espécies não albicans têm aumentado em 
número e em importância. O reconhecimento do fungo invasivo pelo sistema imune 
inato é o primeiro passo para a ativação de uma resposta imunológica rápida. Em 
estudo prévio, nosso grupo verificou que 100% dos camundongos sobreviveram à 
dose letal de Candida albicans após pré-tratamento com concanavalina-A (Con-A) 
por três dias. Neste trabalho verificamos maior índice fagocítico nos macrófagos de 
camundongos tratados com PBS para Candida glabrata. Houve aumento na 
atividade fagocítica, candidacida e produção de TNF-α por macrófagos de 
camundongos pré-tratados com Con-A tanto para Candida albicans como para 
espécies não albicans. As espécies C. albicans e C. tropicalis apresentaram maior 
transição para a forma filamentosa. Isto contribui para o conhecimento de 
características distintas de patogenicidade e a resposta imunológica desenvolvida 
frente a estes isolados. Este trabalho também propôs investigar se o tratamento 
pode mediar uma resposta imune adaptativa envolvendo células TH17. Um aumento 
significante nos níveis de IL-17 6h após infecção com C. albicans foi observado e 
mantido até 18h no grupo Con-A, enquanto em camundongos controle, foi verificada 
uma redução dessa citocina. Correlacionado à produção de IL-17, no grupo tratado 
com Con-A, a migração de neutrófilos aumentou 6h após infecção, atingindo o pico 
as 18h. Níveis de TGF-β aumentaram significativamente 2h após infecção em 
camundongos tratados com Con-A. Macrófagos estão envolvidos no processo, 
fagocitando maiores números de leveduras, e foram ativados atráves da produção 
de TNF-α e interferon- γ em níveis significantes 2 horas após infecção. Deste modo, 
eles provavelmente são mais capazes de matar e processar antígenos de Candida, 
sinalizando uma resposta imune adaptativa. Macrófagos dos controles não evitam a 
transição de leveduras em hifas e são parcialmente destruidos, como mostrado em 
microscopia eletrônica de varredura. Estes resultados sugerem que o tratamento 
com Con-A facilita o desencadeamento de respostas TH17 e TH1 via produção de IL-
17 e IFN-γ, levando a resolução da infecção por C. albicans. 
 
 
Palavras-chave: Concanavalina-A. Candida spp. Citocinas. Resposta imune. 
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CARVALHO, Paula Galdino Cardin de. Effect of Concanavalin-A on cytokines 
profile and phagocytic activity of Candida. 2011. 88 f.( Master’s degree in 
Microbiology) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2011. 
 
 

ABSTRACT 
 
 
Candida albicans is the most commom pathogen in cutaneous and orofaringeous 
candidiasis, though infections caused by non-albicans species has increased in 
number and importance. The recognition of invasive fungus by innate immune 
system is the first step towards activating a fast immunological response. In a 
previous study, our group verified that 100% of mice survived a lethal dose of 
Candida albicans following pretreatment with concanavalin-A (Con-A) for three days. 
In this work we verified a higher phagocytic index in PBS treated mice macrophages 
coincubated with C. glabrata. There was an increase in phagocytical and 
candidacidal activity, and  TNF-α production of Con-A pre-treated mice macrophages 
in the presence of albicans and non-albicans species. C. albicans and C. tropicalis 
presented higher transition to filamentous forms. This contributed to the knowledge of 
distinct pathogenicy characteristics and the immune response developed under these 
isolates. Also this work proposed to investigate whether treatment could mediate an 
adaptative immune response involving TH17 cells. A significant increase in IL-17 
levels at 6h postinfection was observed and was maintained up to 18h in the Con-A 
group, whereas in control mice, a reduction in this cytokine was verified. Correlating 
with IL-17 production, in the Con-A treated group, migration of neutrophils began 
increasing after 6h postinfection, achieving peak counts at 18h. TGF-β levels 
increased significantly 2h postinfection in Con-A-treated mice. Macrophages were 
involved in the process, engulfing greater numbers of yeast cells, and were activated 
through TNF-α and interferon-γ produced at significant levels at 2h postinfection. 
Thus, they were probably more capable of killing and processing Candida antigens, 
signalizing an adaptative immune response. Macrophages from controls did not 
prevent yeast-to-hyphae transition and were partially destroyed, as shown in 
scanning microscopy. These results suggest that treatment with Con-A facilitated the 
triggering of TH17 and TH1 responses via IL-17 and IFN-γ production, leading to the 
resolution of C. albicans infection. 
 
 
Keywords: Concanavalin-A. Candida spp. Citocines. Immune response. 

 



0 
 

LISTA DE TABELAS 
 

 

Tabela 1 –  Oligonucleotídeos iniciadores utilizados na identificação de 

Candida spp.. ...........................................................................................33 

Tabela 2 –  Identificação das leveduras isoladas por métodos bioquímicos 

e PCR.......................................................................................................39 

Tabela 3 –  Efeito inibitório de manana e laminarina na fagocitose Candida .............45 

Tabela 4 –  Transição para formas filamentosas durante coincubação de 

Candida ssp com macrófagos48..............................................................47 

Tabela 5 –  Porcentagem de macrófagos e neutrófilos fagocitando Candida 

albicans durante infecção ........................................................................49



0 
 

LISTA DE FIGURAS 
 

 

Figura 1 –  Eletromicrografia das quatro espécies de Cândida............................40 

Figura 2 –  Efeito do pré-tratamento com concanavalina-A na fagocitose 

de espécies de Candida ....................................................................41 

Figura 3 –  Macrófagos pré-tratados com concanavalina-A e PBS por 72 

horas ..................................................................................................42 

Figura 4 –  Efeito do pré-tratamento com concanavalina-A na fagocitose 

de C. albicans ...................................................................................42 

Figura 5 –  Efeito do pré-tratamento com concanavalina-A na fagocitose 

de C. glabrata ....................................................................................43 

Figura 6 –  Efeito do pré-tratamento com concanavalina-A na fagocitose 

de C. krusei .......................................................................................43 

Figura 7 –  Efeito do pré-tratamento com concanavalina-A na fagocitose 

de C. tropicalis ..................................................................................44 

Figura 8 –  Efeito  de  concanavalina-A  na  atividade  candidacida  de 

macrófagos ........................................................................................46 

Figura 9 –  Efeito de Con-A na produção  in vitro de TNF-α ................................47 

Figura 10 –  População de células fagocíticas no exsudado peritoneal 

durante o curso de infecção por C. albicans .....................................48 

Figura 11 –  Efeito de concanavalina-A na recuperação de Candida 

albicans da cavidade peritoneal durante o curso da infecção ...........49 

Figura 12 –  Efeito de Con-A na produção  in vivo de IL-17...................................50 

Figura 13 –  Efeito de Con-A na produção  in vivo de TGF-β ...............................51 

Figura 14 –  Efeito de Con-A na produção  in vivo de INF-γ ..................................51 

Figura 15 –  Efeito de Con-A na produção  in vivo de TNF-α.................................52 

Figura 16 –  Efeito de Con-A na produção  in vivo de IL-12...................................52 

 

Legends  
 

Figure 1 –  Effect of pretreatment with concanavalin-A on IL-17 production 

over the course of C. albicans infection. Mice were pretreated 

with Con-A (open bars) or PBS (closed bars) for 3 days before 

F 

EB 



inoculation i.p. with 10
7 

C. albicans. The results from 

noninfected mice are shown in C.  The supernatants from 

peritoneal exudates were collected and IL-17 was determined 

by ELISA. Statistically significant at *P <0.05 for Con-A versus 

PBS group..........................................................................................85 

Figure 2 –  TGF-β production over the course of infection with C. albicans. 

Mice pretreated with Con-A (open bars) or PBS (closed bars) 

for 3 days were inoculated with 10
7 

C. albicans. The amount 

TGF-β in the supernatants from peritoneal exudates was 

determined by capture ELISA. Assays were performed in 

duplicate and the results represent the mean ± SEM of 5 

independent experiments. *P< 0.05 Con-A versus PBS group ..........85 

Figure3 –  Populations of phagocytic cells in the peritoneal exudate over 

the course of infection.Mice were pretreated with Con-A (open 

bars) or PBS (closed bars) for 3 days before inoculation i.p. 

with 10
7 

C. albicans. The results represent the means values ± 

SEM for 5 experiments. Statistically significant at *P< 0.05 

compared to noninfected mice (C) .....................................................86 

Figure 4 –  Effect of Con-A on the recovery of Candida albicans from 

peritoneal cavity. Mice were pretreated with Con-A (open bars) 

or PBS (closed bars) for 3 days before inoculation i.p. with 10
7 

C. albicans. The results are reported as the mean of CFUs ± 

SEM per ml of peritoneal exudates from 5 experiments. 

Statistically significant at *P<0.05 for Con-A versus PBS group ........87 

Figure 5 –  Contrasting features of peritoneal macrophages from mice 

pretreated with PBS for 3 days (A); or Con-A (B); PBS-

macrophages infected with C. albicans (C); Con-Aactivated 

macrophages infected with C. albicans (D)........................................87 

Figure 6 –  Effect of Con-A on IFN-γ and TNF-α production over C. 

albicans infection. Mice pretreated with Con-A (open bars) or 

PBS (closed bars) for 3 days were inoculated with 10
7 

C. 

albicans. The amount of IFN-γ (A) and TNF-α (B) in the 



 
 

supernatants from peritoneal exudates was determined by 

capture ELISA. Assays were performed in duplicate and the 

results represent the mean ± SEM of 5 independent 

experiments. *P< 0.05 Con-A versus PBS group...............................88 

 

 



0 
 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
 

 

µg Microgramas 

µl  Microlitro 

6-CFDA 6-Carboxifluoresceína diacetato 

AIDS Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 

ALT Atividade de alanina transaminase 

CMC Candidíase crônica mucocutânea 

Con-A Concanavalina-A 

COV Candidíase orofaríngea 

CR Receptor de complemento 

CVV candidíase vulvovaginal 

DCs Células dendríticas  

DNA Ácido desoxirribonucléico 

ELISA Ensaio imunoenzimático de captura 

Fig Figura 

GM-CSF Fator estimulador de colônia de monócitos e granulócitos 

H Horas 

HIV Vírus da Imunodeficiência Humana 

i.p Intraperitoneal 

IFN-γ Interferon gama 

IHs Infecções hospitalares 

IL Interleucina 

IMC Imunidade mediada por célula 

ITS Internal transcribed spacer  

LPS Lipopolissacarídeo 

MC Candidíase de mucosa  

MgCL2  Cloreto de magnésio  

MHC Complexo de histocompatibilidade principal 

MR Receptor de manose 

Ml Mililitros 

Mm Milimolar 

NK Natural killer



0 
 

NO Óxido nitrico 

PAMPs Padrões moleculares associados ao patógeno 

Pb Pares de bases 

PBS Salina tamponada com fosfato 

PCR Reação em Cadeia da Polimerase 

pH Potencial Hidrogênionico 

rRNA Ácido ribonucléico ribossômico 

PRRs Receptores de reconhecimento padrão 

ROS Espécies reativas de oxigênio 

SFB Soro fetal bovino 

Spp Espécie não identificada 

TCR Receptor de células T 

Th1 Linfócitos T helper 1 

Th17 Células T helper 17  

Th2 Linfócitos T helper 2 

TLRs Receptores tipo Toll 

TNF-α Fator de necrose tumoral – alfa 

UFC Unidade formadora de colônia 

UTI Unidade de Terapia Intensiva 

Vs Versus 

 



0 
 

SUMÁRIO 
 

1 INTRODUÇÃO....................................................................................................17 

1.1 CANDIDÍASES ......................................................................................................17 

1.2 ESPÉCIES DE CANDIDA ........................................................................................18 

1.3 FATORES DE VIRULÊNCIA .....................................................................................21 

1.4 RESPOSTA IMUNE A CANDIDÍASE ..........................................................................26 

 

2 OBJETIVOS .......................................................................................................31 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS..................................................................................32 

3.1 ANIMAIS..............................................................................................................32 

3.2 AMOSTRAS EM ESTUDO .......................................................................................32 

3.3 IDENTIFICAÇÃO PRESUNTIVA POR CHROMÁGAR CANDIDA .......................................32 

3.4 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR.................................................................................33 

3.4.1 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) ....................................................34 

3.5 CULTURA DE CANDIDA .........................................................................................34 

3.6 ENSAIO FAGOCÍTICO IN VITRO ..............................................................................35 

3.6.1 Dimorfismo ...................................................................................................36 

3.6.2 Ensaio Candidacida......................................................................................36 

3.6.3 Análise de Receptores..................................................................................36 

3.6.4 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV).................................................37 

3.7 INFECÇÃO DOS CAMUNDONGOS............................................................................37 

3.8 DOSAGEM DE CITOCINAS ........................................................................................38 

3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA..........................................................................................38 

 

4 RESULTADOS ...................................................................................................39 

 

5 DISCUSSÃO.......................................................................................................53 

 

CONCLUSÕES .........................................................................................................61 

 

REFERÊNCIAS.........................................................................................................62



 

APÊNDICE ...............................................................................................................74 

APÊNDICE A –  Artigo submetido à publicação no períodico FEMS 

Immunology and Medical Microbiology ........................................75 

 



17 
 

1 INTRODUÇÃO 
 

 

1.1 CANDIDÍASES 

 

 

O gênero Candida é constituído por leveduras que se reproduzem 

por brotamentos e está distribuído universalmente colonizando homens e animais, 

sobretudo o tegumento e mucosas digestiva, genital e respiratória. Algumas 

espécies podem vir a causar infecções que variam desde candidíase superficial 

mucosa e cutânea até disseminação hematogênica extensa (MURRAY et al., 2006).  

Infecções fúngicas têm aumentado substancialmente em número e 

severidade nas últimas duas décadas, e as espécies do gênero Candida são 

frequentemente isoladas como causa de infecções invasivas. Inúmeros fatores 

contribuem para isso, como o aumento da população com imunossupressão, 

defeitos no número e na função de neutrófilos e na imunidade mediada por células, 

disfunções metabólicas e extremos de idade (PFALLER; DIEKEMA, 2007). 

Pacientes pediátricos em condições críticas são especialmente vulneráveis a 

infecções por Candida, em parte devido à idade e gravidade da doença e pelos 

procedimentos invasivos utilizados (FILIOTI; SPIROGLOU; ROILIDES, 2007). O uso 

de antibióticos de amplo espectro, quimioterapia, e transplantes também aumentam 

o risco para doenças e fungos oportunistas (NUCCI; MARR, 2005). 

Múltiplas infecções oportunistas fúngicas estão associadas à 

infecção pelo vírus HIV, sendo a candidíase orofaríngea a mais frequente 

(GREENSPAN et.al., 1990), e considerada uma doença secundária indicativa de 

AIDS (Síndrome da imunodeficiência adquirida). Estudos epidemiológicos recentes 

revelaram a substituição das espécies de Candida mais susceptíveis a antifúngicos, 

como C. albicans, por espécies menos suscetíveis, como C. glabrata e C. krusei. 

Uma pequena sub-população de pacientes desenvolvem resistência clínica aos 

agentes antifúngicos convencionais, possivelmente devido a episódios recorrentes 

de candidíase de mucosa (MC) e exposição freqüente ao agente antifúngico 

(VAZQUEZ, 2010). Em estudo realizado por Sánchez-Vargas et al.  (2005) com 

leveduras isoladas da cavidade oral de 111 pacientes mexicanos infectados pelo 

HIV e 201 não infectados, a C. albicans foi a espécie mais isolada (83,5%) e 
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espécies não albicans (C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis) e Saccharomyces 

cerevisiae, foram isoladas de 16,5% pacientes colonizados. Houve nove casos de 

infecção ou colonização por pelo menos duas espécies diferentes.  

 

 

1.2 ESPÉCIES DE CANDIDA  

 

 

Entre as várias espécies capazes de causar infecções humanas, a 

C. albicans predomina na maioria das infecções genitais, orais e cutâneas, 

entretanto estudos recentes têm observado um aumento na proporção de infecções 

causada por espécies não albicans. As razões para essa emergência não está 

completamente esclarecida, mas algumas condições médicas possuem impacto no 

risco de desenvolver candidemia por espécies não albicans, por exemplo: casos de 

candidemia por C. tropicalis estão associadas com câncer e neutropenia 

(KONTOYIANNIS et al., 2000); fungemia por C. krusei e C. glabrata são associadas 

com exposição prévia a azóis (MARR et al., 2000). 

Zepelin et al. (2007) coletaram 561 isolados de Candida de 

pacientes (sangue, fluidos cérebro-espinhais e espécimes obtidas cirurgicamente), 

sendo que C. albicans foi a espécie mais frequente (58,5%), seguido por C. glabrata 

(19,1%), C. parapsilosis (8%), C. tropicalis (7,5%) e C. krusei (1,4%). As razões para 

essa distribuição das espécies podem estar fortemente relacionadas com o potencial 

de virulência destes micro-organismos e ao uso profilático e empírico de drogas 

antifúngicas (TAMURA et al., 2007). 

Um estudo realizado por Alvarez et al.  (2003) com 1.765 pacientes 

da Espanha, demonstrou que 22% destes pacientes admitidos por mais de sete dias 

em UTI desenvolveram candiduria. C. albicans foi a espécie mais frequentemente 

isolada de culturas de urina, seguido por C. glabrata e C. tropicalis. Uso prévio de 

agentes antifúngicos foi o único fator de risco para a seleção de candiduria por 

Candida não albicans.  

Em estudo epidemiológico realizado por Borges et al. (2009) foi 

investigada a participação de Candida como agente de colonização e sepse e os 

fatores de risco associados a neonatos internados na UTI Neonatal em Uberlândia 

entre 2007 e 2008. Aproximadamente, 19% dos neonatos estavam colonizados por 
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Candida, sendo identificadas como Candida albicans (51%), Candida krusei (22%), 

Candida glabrata (16%), Candida parapsilosis (9%) e Candida tropicalis (2%). 

Destas amostras, 93% apresentaram resistência a antifúngicos (BORGES et al., 

2009). 

A epidemiologia de infecções por Candida tem sido extensivamente 

estudada na América do Norte e Europa enquanto na América Latina tais estudos 

são limitados, além disso, é importante observar que as características 

epidemiológicas de algumas infecções fúngicas são muito diferentes na América 

Latina do que em outras partes do mundo (NUCCI et al., 2010). O perfil de 

distribuição das espécies em casos de candidemia vem se modificando a cada ano, 

na década de 70 a 90 a porcentagem de isolamento de Candida não albicans era 

representada por 10-40%, em contraste, de 1991 a 1998, essas espécies 

representaram 35 a 65% das candidemias (KRCMERY; BARNES, 2002). 

No Brasil, C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis são as espécies 

mais comuns isoladas em muitos centros médicos (FRANÇA et al., 2008; 

HINRICHSEN et al., 2008; MOTTA et al., 2010; XAVIER, 2009) enquanto nos 

Estados Unidos e Europa a C. glabrata é a segunda ou terceira espécie mais 

comum de Candida isolada de pacientes com infecções invasivas (PFALLER et al., 

2000). Um estudo epidemiologico recente conduzido em 11 centros médicos 

brasileiros verificou que a mortalidade por candidemia foi de 54% para C. albicans, 

seguida por C. tropicalis (20,9%) e C. parapsilosis (20,5%) (COLOMBO et al., 2006). 

Em outro estudo epidemiológico realizado por Bruder-Nascimento et al. (2010), 

foram analisados 212 isolados de pacientes do Hospital das Clínicas em Botucatu, 

São Paulo entre 1998 e 2005. Destes isolados, C. albicans (31,8%), C. parapsilosis 

(17,9%), e C.tropicalis (11,8%) foram as espécies mais encontradas. Além disso, a 

espécie C. parapsilosis apresentou alta freqüência tanto em infecções no sangue 

como em peritonites associadas à diálise, enquanto C. albicans ocorreu em um 

importante numero de infecções, com distribuição homogênea entre as amostras 

clínicas.  

A espécie Candida parapsilosis é considerada como um agente de 

infecções exógenas por ser capaz de colonizar a pele, principalmente as mãos de 

profissionais da saúde, assim como soluções glicosadas de uso hospitalar e cateter 

venoso central. Sua detecção é particularmente associada à nutrição parenteral 

total. A ocorrência de C. parapsilosis é maior em crianças, principalmente em 
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prematuros internados em Unidades de Terapia Intensiva (COLOMBO et al., 2003; 

PFALLER et al., 2007).  

A Candida tropicalis tem sido considerada causa importante de 

fungemia e candidíase invasiva em doentes com câncer (ANAISSIE; GRAZZIUTTI; 

NUCCI, 2009). Na América latina, particularmente no Brasil, esta espécie também 

têm sido frequentemente isolada de sangue de pacientes não-oncologicos 

hospitalizados (GOLDANI ; MARIO, 2003). Esta levedura normalmente permanece 

suscetível a polienos e antifúngicos azóis, no entanto, os isolados clínicos 

resistentes a azólicos, em particular ao fluconazol, são cada vez mais relatados 

(VANDEPUTTE et al., 2005). Diversos fatores de virulência parecem ser 

responsáveis pelas infecções causadas por C. tropicalis, as quais apresentam 

potencial elevado para disseminação e mortalidade (OKAWA; MIYAUCHI; 

KOBAYASHI, 2008). Há relato de uma criança de oito meses de idade que morreu 

de sepse e falência múltipla de órgãos, sendo que a ausência do timo nesta criança 

foi a possível causa da infecção por este patógeno oportunista (THIERAUF et al., 

2007). 

Durante a década passada, o fluconazol foi extensivamente utilizado 

em pacientes neutropênicos. Isto resultou em uma considerável diminuição na 

incidência de candidíase invasiva, especialmente em transplantes de medula óssea 

alogênicas, entretanto, foi acompanhado por um aumento da susceptibilidade a 

outras espécies de Candida, por um processo de seleção (RICHARDSON, 2005).  

A C. glabrata têm emergido como um importante e potencialmente 

resistente patógeno fúngico oportunista, sendo o segundo ou terceiro principal 

agente de candidíase em todos os locais, incluindo a mucosa orofaríngea e 

esôfagica. Sua resistência á drogas antifúngicas permite seu crescimento excessivo 

em relação a outras espécies sensíveis e podem contribuir para o aparecimento de 

infecções por C. glabrata em populações cronicamente imunocomprometidas 

(PFALLER; DIEKEMA, 2004). Dessa forma o aumento da proporção de fungemias 

devido a C. glabrata tem implicações importantes no tratamento a ser realizado 

(FIDEL; VAZQUEZ; SOBEL, 1999). 

Em um estudo realizado por Ruan et al. (2008), verificou-se que 

entre 147 episódios de candidemia ocorridos em Unidades de Terapia Intensiva 

(UTI) a C. glabrata foi a segunda espécie mais comum, sendo encontrada em 30% 

dos episódios de candidemia, e 11% dos isolados foram resistentes ao fluconazol. A 
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fungemia causada por esta espécie foi observada com maior frequência em adultos 

mais velhos e está associada a uma taxa de mortalidade de 29% (MALANI et al., 

2005). Em estudo realizado por Klevay et al. (2009), pacientes com candidemia por 

C. glabrata apresentaram um risco maior de receber terapia antifúngica inicial 

inadequada, entretanto a mortalidade em quatro semanas não diferiu da mortalidade 

encontrada em pacientes com candidemia por C. albicans, isso pode refletir a 

importância fundamental das variáveis do hospedeiro e\ou uma diferença de 

virulência entre as espécies. Relatos clínicos sugerem que a infecção oral com misto 

de C. albicans e C. glabrata pode ser mais grave e é mais difícil de tratar (REDDING 

et al., 2002).   

Candida krusei tem-se mostrado como um patógeno hospitalar 

ocasional, particularmente, em pacientes portadores de doenças hematológicas 

malignas e/ou submetidos a transplante de medula óssea (COLOMBO, 2003). 

Segundo Hachem et al. (2007), os pacientes que tinham doenças hematológicas 

possuíam maior risco de candidemia causada por Candida não albicans, sendo as 

espécies C. glabrata e C. krusei as mais comuns. Tal constatação foi associada com 

o uso prévio de fluconazol como antifúngico profilático. Além da resistência 

intrínseca ao fluconazol, a C. krusei apresenta claramente uma diminuição da 

susceptibilidade à anfotericina B e flucitosina. Existe relato da emergência de C. 

krusei com menor susceptibilidade a caspofungina, como potencial causa de 

candidíase orofaríngea (HAKKI; STAAB; MARR, 2006). Portanto, testes de 

suscetibilidade desta espécie a estes agentes antifúngicos podem ser justificados 

para auxiliar na escolha do tratamento (PFALLER et al., 2008). 

 

 

1.3 FATORES DE VIRULÊNCIA  

 

 

A patogênese de infecções causadas por C. albicans e leveduras 

relacionadas é um processo complexo que pode envolver uma série de fatores de 

virulência como a morfogênese dos fungos, produção de enzimas, formação de 

biofilme, síntese de toxinas e adesão ao tecido (YANG, 2003). A capacidade de 

Candida spp persistir no local colonizado e causar infecção têm sido atribuídos à 

capacidade dessas leveduras em crescer em extremas condições fisiológicas de pH 
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e nutrientes. Além disso, o dimorfismo (células unicelulares e pseudo-hifas) e a 

capacidade de variar fenotipicamente contribuem para o processo infeccioso 

(CALDERONE; FONZI, 2001).  

Algumas leveduras são capazes de sofrer morfogênese, passando 

de levedura para forma filamentosa, e isso contribui para o aumento do seu 

potencial patogênico (HAYNES, 2001). Calderone (2002) relatou que a formação de 

tubos germinativos em soro ou meio similar é característica de 95 a 97% dos 

isolados clínicos de C. albicans e C. dublinensis. Enwuru et al. (2008) concluíram 

que embora tenha sido constatada a formação de tubo germinativo em quatro cepas 

de C. tropicalis, a confiabilidade da produção de tubos germinativos como um teste 

de confirmação de C. albicans na infecção por HIV foi de 96,7% e por isso é 

recomendada para uso contínuo. Foi demonstrado que C. glabrata é capaz de 

formar pseudo-hifas em resposta à privação de nitrogênio (CSANK ; HAYNES, 

2000). Entretanto sua importância não é conhecida em infecções por C. glabrata, e 

as pseudo-hifais não são encontradas em amostras clínicas. Em contraste com a 

maioria das espécies de Candida que possuem formas ovaladas, C. krusei 

geralmente possui formas alongadas. Usualmente são encontradas em duas 

morfologias básicas: leveduriforme e pseudo-hifa, ambas frequentemente presentes 

em culturas, não sendo distinguidas com facilidade (SAMARANAYAKE; 

SAMARANAYAKE, 1994).  

As espécies C. glabrata e C. albicans diferem em aspectos 

essenciais na sua interação com o hospedeiro, sendo que características 

importantes para virulência de C. albicans, como formação de hifas ou secreção de 

proteinases, não desempenham um papel conhecido na virulência de C. glabrata. 

Entretanto ambas as espécies realizam switching fenotípico e codificam genes para 

adesina (KAUR et al., 2005).  

C. albicans possui variabilidade fenótipica (switching), sendo capaz 

de alterar de forma reversível o seu fenótipo (SOLL, 1992). Esta variabilidade 

fenotípica está relacionada à virulência e é encontrada com maior frequência em 

isolados provenientes de infecções invasivas (JONES et al., 1994). Foi demonstrado 

que cepas de C. glabrata também possuem habilidade de realizar variação 

fenotípica, mudando espontaneamente, de forma reversível em três fenótipos 

principais: colônias brancas, marrom clara ou marrom escura (LACHKE, 2000). 

Srikantha et al.  (2008) demonstraram que o fenótipo marrom escuro, expresso com 
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maior freqüência em isolados clínicos de C. glabrata, possui vantagem na 

colonização de órgãos em um modelo de infecção sistêmica em camundongos, 

sendo, portanto mais virulento que os outros fenótipos. 

A capacidade de se associar de forma estável em superfícies 

epiteliais é importante para várias espécies de micro-organismos que colonizam 

mucosas. A pré-condição para a colonização e infecção de C. albicans é a sua 

aderência na superfície da célula hospedeira e essa adesão pode depender de uma 

variedade de ligantes celulares (KLOTZ et al., 2004). Pesquisadores relatam que a 

hidrofobicidade de superfície celular está relacionada com a aderência em 

superfícies abióticas e não abióticas (HAZEN, 1995). Espécies de Candida isoladas 

de pacientes com diabetes mellitus expressaram uma maior capacidade de adesão 

do que as isoladas de indivíduos saudáveis (MANFREDI et al., 2006). 

Infecções por Candida são comumente associadas com formação de 

biofilme, que consiste em leveduras, hifas e pseudo-hifas arranjadas em uma 

estrutura complexa.  A formação de biofilmes é estável e representa uma 

característica fenotípica de cepas de Candida apresentando variações entre C. 

albicans e espécies não albicans, e desempenha um importante papel na 

persistência da infecção (HASAN et al., 2009). A maior resistência a antifúngicos por 

biofilmes de Candida é uma característica intrínseca possivelmente relacionada com 

a estrutura do biofilme (SENEVIRATNE; SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 

2008).  

Em estudo por Bizerra et al.  (2008), foi mostrado que o 

desenvolvimento e arquitetura do biofilme de C. tropicalis são semelhantes aos 

descritos para outras espécies de Candida. Além disso, uma elevada resistência ao 

fluconazol e anfotericina B foi demonstrada. Outro estudo, realizado por Negri et al.  

(2010) com sete isolados de C. tropicalis de culturas de urina, sangue e cateter 

venoso central, demonstrou que todos os isolados foram capazes de formar biofilme 

e expressar atividade hemolítica total, sendo sensíveis ao fluconazol e anfotericina 

B. Apenas um destes isolados produziu fosfolipase.  

Enzimas hidrolíticas podem contribuir para a invasão e proliferação 

do fungo causando destruição de tecidos do hospedeiro. As isoenzimas Aspartil 

Proteinases Secretoras (SAPs) são importantes determinantes de virulência de C. 

albicans e possuem diferentes papeis durante infecção. SAPs são codificadas por 

uma família de 10 genes homólogos que são diferencialmente regulados durante a 
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infecção, indicando que tais isoenzimas realizam funções específicas (STAIB et al., 

2000). A produção e secreção destas proteinases são provavelmente necessárias 

para a aquisição de nutrientes, aderência, penetração, e evasão do sistema imune 

(NAGLIK et al., 2004).  

Destas 10 isoenzimas, SAP1-8 são secretadas enquanto SAP9 e 

SAP10 estão associadas à membrana celular do patógeno. As subfamílias de SAP1-

6 são conhecidas por hidrolisar proteínas do hospedeiro e conseqüentemente 

causar dano a tecidos, sendo SAP1-3 necessárias para infecções de mucosa e 

SAP4-6 para infecções sistêmicas (FELK et al., 2002; SCHALLER et al., 1999). 

Enquanto SAP9 e SAP10 estão ligadas a processos regulatórios na superfície 

celular de fungos, sendo essenciais para patogenicidade (ALBRECHT et al., 2006). 

Além de serem importantes fatores de virulência de C. albicans 

durante infecções sistêmicas e de mucosa, SAPs também podem contribuir na 

indução da resposta inflamatória do hospedeiro. Schaller et al. (2005) demonstraram 

que proteinases secretadas por C. albicans, em especial SAP1 e SAP2, podem 

induzir a produção de citocinas pró-inflamatórias em resposta a um modelo de 

candidíase vaginal.  

A produção de SAP é induzida in vitro em meio de cultura contendo 

proteína exógena (geralmente albumina de soro bovino) como única fonte de 

nitrogênio (ALMEIDA et al.,2004), podendo ser induzida também por hemoglobina, 

queratina, colágeno, ou misturas complexas de peptídeos, como por exemplo, 

peptona e triptona (LERNER et al., 1993). Em modelos de infecção, a importância 

das isoenzimas SAPs para a virulência de C. albicans varia muito, já que diferenças 

na configuração experimental têm impacto na dependência da atividade de 

proteinase para a invasão e estabelecimento em diferentes nichos do hospedeiro 

(LERMANN et al., 2008). 

C. albicans não é a única espécie capaz de produzir proteinases 

extracelulares. Tem sido demonstrado que muitas espécies patogênicas de Candida 

possuem genes SAP, incluindo C. dubliniensis, C. tropicalis e C. parapsilosis 

(NAGLIK et al, 2003). Bramono et al.  (2006) demonstraram que C. albicans, seguida 

de C. parapsilosis e C. tropicalis mostraram altos níveis de atividade de proteinase, 

lipase e α-glucosidase e que C. krusei, C. glabrata e C. guilliermondii não mostraram 

atividade enzimática significante, com exceção da lipase. O estudo realizado por 

Almeida et al.  (2004) verificou in vitro a produção de proteinases pelas espécies de 
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Candida das cepas CR2 (C. tropicalis), CR6-2 (C. albicans), CR6-3 (C. glabrata) e 

CR20 (C. krusei) em meio contendo albumina como única fonte de nitrogênio.  

A alta produção de fosfolipase está correlacionada com um aumento 

na capacidade de aderência, a maior taxa de mortalidade em modelos animais 

(IVANOSKA, 2003) e dano a membrana celular do hospedeiro. Embora tenha sido 

demonstrado que espécies não albicans podem secretar fosfolipase, é importante 

ressaltar que estas espécies secretam quantidades significativamente menores de 

fosfolipase em relação a C. albicans (GHANNOUM, 2000). Em estudo realizado por 

Costa et al. (2009), foram isoladas colônias de pacientes com ou sem a presença 

clínica de candidíase oral, e foi observada secreção de aspartil proteinase tanto em 

C. albicans quanto em C. tropicalis, sem diferenças significativas entre as espécies, 

sendo que a produção de fosfolipase foi encontrada apenas em C. albicans. A 

resistência a antifúngicos foi verificada em ambas as espécies, sendo que C. 

tropicalis foi mais resistente aos antifúngicos testados que a C. albicans. 

A capacidade de um organismo patogênico adquirir ferro do 

mamífero hospedeiro possui grande importância no estabelecimento da infecção 

(WEINBERG, 1978). Manns et al. (1994) descreveram a habilidade de C. albicans 

em utilizar ferro de hemoglobinas pela produção de hemolisinas, capazes de lisar 

eritrócitos. A produção desse fator hemolítico pode ser observada pelo crescimento 

da Candida em meio ágar sangue, enriquecido com glicose, e os termos alfa e beta 

hemólise denotam hemólise completa e incompleta do meio. Luo et al.  (2001) 

demonstraram que diversas espécies de Candida não albicans obtidas de fontes 

clínicas exibiram uma variável habilidade de produzir ambos os tipos de atividade 

hemolítica. França et al.  (2010) analisaram 28 isolados de C. tropicalis obtidos de 

diferentes amostras clínicas, como sangue, urina e secreção traqueal, sendo que 

todos os isolados apresentaram capacidade de promover hemólise in vitro.  

Furlaneto-Maia et al.  (2008) identificaram isolados de Candida 

provenientes da cavidade oral de indivíduos saudáveis obtendo predominância de 

espécies não albicans (89%) em comparação a C. albicans (11%).  Foram 

investigados fatores de virulência de 18 isolados, onde todos apresentaram atividade 

hemolítica, 28% apresentaram produção de fosfolipase extracelular, 56% formaram 

biofilme e isolados de C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei apresentaram resistência 

ao fluconazol. 
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1.4 RESPOSTA IMUNE A CANDIDÍASE 

 

 

Alterações na integridade do sistema imunológico determinam se o 

fungo permanece como um simples comensal, ou prolifera e causa doenças. A 

análise dos mecanismos de resistência de camundongos contra candidíase 

gastrointestinal ou oral demonstrou uma absoluta dependência das células T CD4+, 

e o envolvimento de células fagocitárias (ASHMAN et al., 2004). Portanto, a 

imunidade inata e a adaptativa desempenham um papel crucial nas infecções 

causadas por Candida, e suas contribuições na proteção do hospedeiro dependem 

em grande parte do local da infecção.  

Em infecções na mucosa a imunidade inata tem grande importância, 

e é representada por fagócitos (neutrófilos e macrófagos), células natural killer (NK) 

e células dendríticas. A interação da Candida com o sistema imune inato pode levar 

a uma atividade antifúngica, e uma atividade regulatória que promove a quimiotaxia, 

proliferação e diferenciação terminal de células da imunidade inata e adaptativa, 

através da síntese de citocinas (DONGARI-BAGTZOGLOU; FIDEL, 2005).  

C. albicans é um potente indutor de uma cascata dinâmica de 

expressão de genes cujos produtos estão relacionados com o recrutamento e 

ativação de neutrófilos e monócitos. Tais genes codificam citocinas pró-inflamatórias 

e quimiocinas, bem como inúmeras outras moléculas envolvidas na resposta inicial a 

este microrganismo (KIM et al., 2005).  

Os macrófagos constituem uma das populações iniciais de células 

fagocíticas que medeiam as defesas do hospedeiro contra a C. albicans (ASHMAN 

et al., 2004). Estas células produzem um intricado padrão de citocinas e quimiocinas 

que aumentam a quimiotaxia, fagocitose e atividade microbicida, além da ativação 

de células T através do processamento e apresentação de antígenos (ASHMAN; 

PAPADIMITRIOU, 1995). Uma resposta imune efetiva requer que os macrófagos 

reconheçam padrões moleculares associados à patógenos (PAMPs), presentes na 

superfície do patógeno, mas ausente no hospedeiro (MEDZHITOV; JANEWAY, 

2000). A composição da membrana e parede celular de C. albicans representa o 

alvo para vários receptores presentes em células fagocíticas, que variam de acordo 

com estímulos ambientais como temperatura, pH e a presença de soro 

(SUNDSTROM et al., 2002). 
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A lectina mitogênica concanavalina-A (Con-A), isolada de Canavalia 

ensiformis induz a ativação policlonal de linfócitos (AGRAWAL ; GOLDSTEIN, 1968). 

Con-A liga-se diretamente às moléculas de carboidratos (D-glucopiranosídeo e D-

manopiranosídeo) do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) e no 

receptor do linfócito T (TCR) e induz a resposta celular pela oligomerização de TCRs 

na superfície celular, resultando na indução da resposta celular (ANDERSON; 

MELCHERS, 1976). 

Tem sido mostrado que a lectina ligadora de manose aumenta a 

ativação do complemento (IP; LAU, 2004) ao se ligar a C. albicans presente em 

tecidos de camundongo, proporcionando proteção contra infecções experimentais 

(LILLEGARD et al., 2006). Estudos anteriores demonstraram que o tratamento de 

camundongos com Con-A ativa os macrófagos peritoneais, aumentando a fagocitose 

de C. albicans mediada por receptores de manose e do complemento (GAZIRI et. 

al., 1999). 

O efeito protetor do Con-A é dose-dependente e pode estimular 

macrófagos empregando os mesmos mecanismos, tanto em camundongos adultos 

quanto lactantes, aumentando assim sua capacidade para fagocitar e destruir C. 

albicans (MORESCO et al., 2002). Resultados de Loyola et al. (2002) suportam a 

hipótese de que a ativação da resposta imune celular pelo Con-A ocorre em duas 

fases: uma dominada pelos neutrófilos, e outra pelos macrófagos expressando 

atividade aumentada dos receptores de manose. 

Conchon-Costa et al. (2007) demonstraram que o Con-A exerceu um 

efeito protetor contra a infecção por C. albicans. Essa proteção foi tempo-

dependente, já que 100% dos camundongos infectados após três dias de tratamento 

com o Con-A sobreviveram, enquanto apenas 20% do grupo controle sobreviveram 

após um período de 28 dias. Foi também observado que duas horas após a infecção 

por C. albicans, a produção de TNF-α no fígado de camundongos pré-tratados com 

Con-A aumentou significativamente. Portanto, o efeito protetor do Con-A foi 

evidenciado por uma alta taxa de sobrevivência dos animais ao inoculo letal, índice 

normal de atividade de alanina transaminase (ALT), ativação de macrófagos, 

produção de TNF-α e aumento na eliminação do patógeno. 

A morfogênese de leveduras pode ser um determinante importante 

na resposta do hospedeiro, considerando que leveduras são muitas vezes 

fagocitadas de forma eficaz, enquanto que um aumento no tamanho das hifas 
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diminui essa eficácia (SHOHAM; LEVITZ, 2005). Por exemplo, a forma leveduriforme 

de C. albicans é reconhecida pelos receptores Toll-like 4 e Dectin-1, os quais 

estimulam a liberação de citocinas pró-inflamatórias que favorecem a eliminação da 

Candida (GANTNER; SIMMONS; UNDERHILL 2005; NETEA et al., 2002). 

Entretanto, tanto a forma leveduriforme quanto hifas são reconhecidas por 

receptores Toll-like 2, os quais medeiam a liberação de citocinas antiinflamatórias 

favorecendo a sobrevivência da Candida (BLASI et al., 2005). Leveduras mutantes, 

que se apresentam apenas na forma de levedura, são menos virulentas em modelos 

experimentais de candidíase disseminada (KRUEGER et al., 2004; WARENDA et al., 

2003).  

O fato de que macrófagos TLR2 - / - terem melhor atividade 

fagocitária do que os macrófagos controle sugerem que o receptor TLR2 pode 

interferir na atividade dos outros receptores envolvidos no reconhecimento e 

ingestão da célula fúngica (BLASI et al., 2005). 

As diferenças entre a resposta imune do tipo CD4+ Th1 e CD4+ Th2 

são consideradas um fator importante para a susceptibilidade ou resistência a 

infecção por Candida. Enquanto uma resposta imune do tipo Th1 com produção de 

IFN-γ e IL-2 está relacionada com resistência à Candida, a resposta tipo CD4+ Th2 

com secreção de IL-4, IL-5 e IL-10, está relacionada com susceptibilidade a este 

patógeno (ROMANI et al., 1992; NETEA et al., 2005; VULTAGGIO et al., 2008). 

Apesar da imunidade mediada por células T CD4+ do tipo Th1 ser considerada o 

mecanismo de defesa predominante do hospedeiro contra a candidíase orofaríngea, 

outros mecanismos imunes locais ou sistêmicos são importantes quando o número 

de células CD4+ está reduzido a um limiar de proteção (FIDEL, 2006).  

Os níveis de IFN-γ afetam múltiplos componentes do sistema imune, 

como o reconhecimento do patógeno, apresentação de antígenos, aumento da 

atividade antifúngica de macrófagos e neutrófilos (SEGAL et al., 2006). Foi verificado 

que a incubação de neutrófilos e macrófagos peritoneais com IFN-γ aumenta sua 

atividade candidacida durante a candidíase (ROILIDES et al., 1995). Resultados 

obtidos por Xiong et al. (2000) demonstraram que C. albicans e C. krusei induzem 

diferencialmente a produção de IL-12 por monócitos. Enquanto a C. krusei foi capaz 

de induzir a produção de IL-12 por monócitos, a C. albicans induziu apenas a 

produção de IL-10. Tais resultados indicam que C. albicans por possuir a 



29 
 

capacidade de induzir a expressão de IL-10 pode gerar um estado mais susceptível 

do hospedeiro à candidíase.  

Um estudo realizado por Li et al. (2007) demonstrou que cepas de C. 

glabrata orofágicas induziram pronunciada síntese de GM-CSF e uma fraca ou 

indetectável síntese de citocinas pró-inflamatórias em células epiteliais bucais, 

quando comparada a C. albicans. Além disso, tais cepas de C. glabrata 

demonstraram potenciais variáveis de dano a tecidos e potencial invasivo, que foram 

em geral menores que as de C. albicans. A capacidade de desencadear uma 

resposta inflamatória no hospedeiro e invadir o epitélio oral sugere a participação 

destas espécies na ativação da resposta imune do hospedeiro, na resposta 

inflamatória da mucosa oral, e sua contribuição para a patogênese.  

Pacientes com candidíase crônica mucocutânea (CMC) são 

seletivamente incapazes de eliminar Candida, o que resulta em infecções 

debilitantes e persistentes que afetam a pele, unhas e membranas mucosas. 

Resultados demonstraram que pacientes com CMC possuem uma produção 

marcadamente prejudicada da citocina IL-12 e níveis dramaticamente aumentados 

de IL-6 e IL-10, em resposta a Candida. Estes resultados sugerem que os pacientes 

com CMC produzem citocinas que induzem a resposta Th1 prejudicada, o que 

poderia resultar em uma incapacidade de realizar uma resposta protetora mediada 

por células e falhar em eliminar o fungo. A lesão tecidual contínua e inflamação 

podem desencadear a produção de elevados níveis de citocinas inibidoras, como a 

IL-10, o que reduziria ainda mais a produção de citocinas indutoras da resposta Th1 

em um ciclo de realimentação positiva levando a infecção persistente (LILIC et al., 

2003). 

Além das sub-populações Th1 e Th2, recentemente foram descritas 

células T helper 17 (Th17) que produzem Interleucina-17 (IL-17), uma citocina 

importante na defesa do hospedeiro contra vários patógenos e que induz a 

infiltração de leucócitos polimorfonucleares (PMNs) ao local da infecção, ativação de 

neutrófilos e macrófagos e síntese de peptídeos microbianos (OUYANG; KOLLS; 

ZHENG, 2008). Estudos anteriores demonstraram que IL-17 produzida em murinos 

possui importância para defesa do hospedeiro contra algumas bactérias gram-

negativas (YE et al., 2001) e também contra fungos, onde a expressão in vivo de IL-

17 por camundongos os protegeu de uma dose letal de C. albicans (HUANG; FIDEL; 

SCHARZENBERGER, 2004). Um estudo realizado por Veerdonk et al.  (2009) 
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identificou o padrão de receptores de reconhecimento específico que desencadeiam 

a resposta Th17 induzida por um patógeno humano na ausência de estimulação 

mitogênica. A IL-17 induzida por Candida foi dependente de células apresentadoras 

de antígenos e dos receptores de manose em macrófagos (MR), demonstrando que 

a manana presente na Candida não é apenas um estimulo mitogênico. A via 

TLR2/dectin-1, mas não TLR4 ou NOD2 amplifica a produção de IL-17 sinalizada por 

receptores de manose.   

Apesar dos avanços na compreensão da resposta do hospedeiro às 

infecções causadas por fungos invasivos, novos caminhos de terapêutica estão 

sendo abertos para utilizar o sistema imunológico do paciente contra tais patógenos. 

Ensaios clínicos são necessários para demonstrar a segurança e eficácia dessas 

novas abordagens (SHOHAM; ROILIDES; WALSH, 2009). 
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2 OBJETIVOS 
 

 

2.1 GERAL 
 

 

 Avaliar o efeito de concanavalina-A no perfil de citocinas no 

curso de infecção com C. albicans e atividade fagocítica in vitro de C. albicans, C. 

glabrata, C. krusei e C. tropicalis. 

 

 

2.2 ESPECÍFICOS 
 

 

 Identificar espécies de Candida (C. albicans, C. glabrata, C. krusei 

e C. tropicalis) por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR); 

 

 Avaliar a capacidade fagocítica e candidacida de macrófagos 

residentes e ativados com Con-A frente a estas espécies; 

 

 Avaliar a transição da forma leveduriforme para a forma 

filamentosa durante a interação dos isolados de Candida com os 

macrófagos residentes ou ativados com Con-A; 

 

 Avaliar a expressão e atividade dos receptores para fagocitose; 

 
 
 Avaliar a produção de TNF-α após fagocitose dos isolados de 

Candida por macrófagos residentes ou ativados com Con-A; 

 

 Analisar a modulação da resposta imune e a liberação de 

citocinas pró e antiinflamatórias na infecção por C. albicans em 

camundongos pré-tratados com Con-A. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

3.1 ANIMAIS 
 

 

Foram utilizados camundongos suíços, pesando entre 28-35 gramas 

e 6-12 semanas de idade. Os camundongos foram mantidos em sala com 

temperatura ambiente e receberam ração estéril e água a vontade. O trabalho 

recebeu aprovação do Comitê de Ética em experimentação animal da Universidade 

Estadual de Londrina sob registro n°157/2009. 

 

 

3.2 AMOSTRAS EM ESTUDO 
 

 

Foram utilizadas quatro amostras de leveduras do gênero Candida 

(CR15 C. albicans, CR2 C. tropicalis, C20 C. krusei, CR6.3 C. glabrata) isoladas da 

mucosa oral de pacientes infectados pelo Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) 

internados no Hospital Universitário da Universidade Estadual de Londrina. Os 

isolados de Candida foram mantidos em ágar Sabouraud dextrose cobertas por óleo 

mineral. Após crescimento em caldo Sabouraud dextrose, os isolados foram 

utilizados após duas passagens em camundongos. 

 

 

3.3 IDENTIFICAÇÃO PRESUNTIVA POR CHROMÁGAR CANDIDA 
 

 

As leveduras foram cultivadas em caldo Sabouraud dextrose por 24h 

a 28ºC e plaqueadas por esgotamento em ágar Sabouraud dextrose por 24 h a 

37ºC. Uma colônia de cada isolado foi transferida para o meio seletivo diferencial 

CHROMágar Candida® (Probac do Brasil).  

Este meio é um dos meios cromogênicos capaz de identificar C. 

albicans e diferenciar outras leveduras de interesse clínico de acordo com a cor das 

colônias. A identificação é presuntiva e de grande utilidade na identificação de C. 
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albicans, C. tropicalis e C. krusei (ODDS et al., 1995). Frente as limitações que o 

CHROMágar possui, a identificação molecular por PCR foi utilizada como teste 

confirmatório para C. albicans, C. tropicalis e C. krusei.  

 

 

3.4 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR 
 

 

A identificação molecular das espécies de Candida foi realizada pelo 

emprego da técnica de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) no Laboratório de 

Genética e Biologia Molecular de Fungos da Universidade Estadual de Londrina, sob 

supervisão da professora Drª Márcia Cristina Furlaneto. 

Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados na reação de PCR são 

espécie-específicos e foram desenhados com base nas regiões ITS (Internal 

transcribed spacer) 1 e 2 do gene rRNA (ácido ribonucléico ribossômico) (Tabela 1) 

(LI et al., 2003). 

 

 

Tabela 1 – Oligonucleotídeos iniciadores utilizados na identificação de Candida spp. 

Espécie Sequência (5´-3´) 
Tamanho do 

amplicon (bp) 

Candida albicans (CA) TCA ACT TGT CAC ACC AGA TTA TT 402 

Candida tropicalis (CT) AAG AAT TTA ACG TGG AAA CTT A 149 

Candida glabrata (CGL) CAC GAC TCG ACA CTT TCT AATT 632 

Candida krusei (CK) GAT TTA GTA CTA CAC TGC GTG A 475 

(ITS4) (oligonucleotideo 

universal reverso) 
TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC  

*bp: pares de bases 
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3.4.1 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

 

Para a identificação molecular, via PCR, foram utilizadas células 

provenientes das colônias a serem identificadas, sem necessidade de extração de 

DNA genômico. 

Na reação de amplificação foram utilizados para cada amostra 0,5µL 

do oligonucleotídeo iniciador espécie-especifico (20pmol/µL), 0,5µL do 

oligonucleotideo iniciador ITS4 (20pmol/µL) (Tabela 1), 0,8µL de desoxinucleotídeos 

2,5 µM (dATP, dCTP, dTTP e dGTP) (Invitrogen), 0,2 µL de Taq polimerase 5U/ µL 

(Invitrogen) juntamente com 2 µL do tampão (10x) e 0,6 µL de cloreto de magnésio 

MgCL2 50mM/mL, completando-se um volume final de 20 µL de reação com água 

bidestilada. 

Todas as amplificações foram realizadas em termociclador 

(Eppendorf, Mastercycle gradiente). O ciclo inicial de amplificação foi de 15 minutos 

a 96ºC, seguidos de 34 ciclos de: 94ºC por 1 minuto, 60ºC por 1 minuto e 72ºC por 1 

minuto, ao final dos 34 ciclos houve mais 5 minutos a temperatura de 72ºC para 

assim encerrar a reação. 

A visualização dos produtos de amplificação foi feita por eletroforese 

em gel de agarose (1,4%). Após a corrida eletroforética, o gel foi corado com 

brometo de etídeo, observado sob luz ultravioleta e as imagens dos géis foram 

capturadas empregando o sistema Digi-Doc (Amersham-Pharmacia). O resultado foi 

positivo considerando a ocorrência de um único amplicon de tamanho predito para 

cada espécie (Tabela 1). 

 

 

3.5 CULTURA DE CANDIDA 
 

 

Os isolados inoculados em camundongos para ativação dos fatores 

de virulência foram mantidos em ágar Sabouraud dextrose em temperatura 

ambiente. Para realização dos ensaios fagocíticos, as células fúngicas foram obtidas 

por crescimento em caldo Sabouraud dextrose por 24 horas a 28ºC. Após este 

período de crescimento as leveduras foram coletadas por centrifugação (6 minutos a 
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4000 rpm), lavadas três vezes com salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7,0 e 

ressuspendidas. 

 

 

3.6 ENSAIOS FAGOCÍTICOS IN VITRO 

 

 

Camundongos machos Swiss, pesando entre 28-35g entre 60-80 

dias foram tratados com dose única de 250 µg de Concanavalina-A (Sigma)/ 250µl 

de PBS, intraperitonealmente (i.p) ou apenas 250µl de PBS (grupo controle). Após 

três dias os animais foram sacrificados em éter etílico, as células do exsudado 

peritoneal foram coletadas por lavagem da cavidade peritoneal com 3 ml de meio 

RPMI 1640 (Sigma) contendo 5% de soro fetal bovino (SFB) inativado por 

aquecimento. Os fagócitos coletados foram mantidos em frasco estéril imerso em 

gelo, para quantificação das células em câmara de Neubauer. 

As células foram ajustadas a 4x105 células mL-1 e adicionadas às 

lamínulas (22x22mm) contidas em placas de cultivo celular de 6 poços e incubadas 

por 1 hora a 37°C para permitir a aderência de células fagocíticas na superfície do 

vidro. Após este período de incubação as células foram lavadas com meio RPMI 

1640, para remoção das células não aderentes. 

Monocamadas de macrófagos peritoneais ativados com Con-A ou 

PBS foram coincubadas com Candida por 0,5 e 2 horas, a 37ºC com 1 ml de RPMI 

contendo 5% de SFB inativado, tamponado a um pH de 7.2 com 6mM HEPES, 

contendo 5 leveduras (2x106células\ mL-1) por fagócito. Para controle, 2 lamínulas 

contendo macrófagos de animais tratados com  PBS ou Con-A foram incubadas sem 

adição de leveduras.  

O sobrenadante foi coletado, centrifugado a 3000 RPM a 4ºC por 10 

minutos, e armazenado a -20ºC para dosagem de citocinas. As células foram fixadas 

com metanol e coradas pelo método de May-Grumwald Giemsa. Com o auxilio de 

um microscópio óptico Nikon YS, um total de 200 macrófagos foi analisado em cada 

lamínula para estabelecer a proporção de macrófagos fagocitando.  
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3.6.1 Dimorfismo  
 

 

O dimorfismo foi avaliado após 2 horas de coincubação de 

macrófagos com as espécies de Candida. Leveduras e formas filamentosas foram 

contadas dentro e fora dos macrófagos em imersão (10 campos), usando 

microscópio Nikon Alphaphot YS. 

 

 

3.6.2 Ensaio Candidacida  
 

 

O ensaio candidacida foi realizado após meia hora de coincubação 

de macrófagos com as espécies de Candida. Foi adicionado aos poços 1000μl de 

água destilada gelada para ocorrer a lise dos macrófagos e cada poço da placa de 

cultura foi agitado com pipeta Pasteur para ressuspender as células, e em seguida 

foi feita uma diluição de 1:100. Para a análise das unidades formadoras de colônia 

(UFC), foram plaqueadas alíquotas no volume de 25 μl e 50μl para o controle 

(Candida sem macrófagos) e para as amostras (macrófagos com Candida) e 

incubadas a 37oC durante 48 horas. 

 

 

3.6.3 Análise de Receptores 
 

 

Para o estudo do Dectin-1, um receptor que se liga a β-glucanas das 

cicatrizes do brotamento de células leveduriformes, o método usado por GANTNER 

et al., 2003 foi utilizado; macrófagos peritoniais foram pré-incubados com 100 μg CM 

de laminarina (Sigma) por meia hora. Para o estudo dos receptores de manose, os 

macrófagos foram pré-incubados com 100 μg de manana. Os inibidores foram 

empregados em meio RPMI nos ensaios fagocíticos como descrito anteriormente no 

item 3.6. Um total de 200 fagócitos foi analisado em cada preparação e a 

porcentagem de fagócitos que apresentaram Candida fagocitadas foram contados 

após coloração das células com May-Grunwald Giemsa.  
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3.6.4 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

 

A Microscopia Eletrônica de Varredura foi realizada no Laboratório 

de Microscopia Eletrônica e Microanálise da Universidade Estadual de Londrina, sob 

supervisão da professora Drª Célia Guadalupe Tardeli de Jesus Andrade e com 

auxílio do Técnico Osvaldo Capello. 

As células do exsudado peritoneal foram aderidas a lamínulas 

previamente tratadas com poli L-lisina por 1 hora. Após realização do ensaio 

fagocítico in vitro por 2 horas, as células foram fixadas com glutaraldeído 2,5% em 

tampão fosfato 0,1M por 2 horas, lavadas 3 vezes com tampão fosfato 0,1M, fixadas 

no escuro com ósmio 1% por 1 hora, lavadas 3 vezes com tampão fosfato 0,1M e 

mantidas em álcool 70% . Após a fixação, foram desidratadas em concentrações 

crescentes de etanol (70%, 80%, 90%, 100%) sendo 3 vezes com álcool 70% e 80% 

e 4 vezes com álcool 90% e 100%  por um período de 10 minutos para cada 

concentração. A última etapa foi a realização do ponto critico com CO2, seguido da 

metalização com ouro. Por fim, a observação foi feita em microscópio eletrônico de 

varredura Shimadzu 550 SS.  

 

 

3.7 INFECÇÃO DOS CAMUNDONGOS 
 

 

Cinco grupos de camundongos machos swiss, pesando entre 28-35g 

e 60-80 dias foram tratados com dose única de 250 µg de Concanavalina-A (Sigma)/ 

250µl de PBS, intraperitonealmente (i.p) ou apenas 250µl de PBS (grupo controle).  

Após três dias os animais foram inoculados com Candida albicans CR15 (1x107 

leveduras /ml RPMI) e sacrificados após 0,5; 2; 6; 18 e 24 horas em éter etílico. Um 

grupo de cinco camundongos sem infecção foi usado como controle. 

As células do exsudado peritoneal foram coletadas por lavagem da 

cavidade peritoneal com 2ml de meio RPMI 1640 contendo 5% de SFB inativado por 

aquecimento. Alíquotas (50μl e 100μl) foram plaqueadas em Agar Sabouraud 

dextrose e o número de UFC foi determinado após incubação por 48 horas a 37ºC. 

Após centrifugação a 3000 RPM a 4ºC por 4 minutos, o sobrenadante foi coletado e 
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armazenado a -20ºC para dosagem de citocinas, e o pellet foi ressuspendido em 1 

ml de RPMI com 5% SFB. As células foram distribuídas em lamínulas (200μl por 

lamínula) e incubadas a 37°C, com 5% CO2, por meia hora. As células foram fixadas 

com metanol e coradas pelo método de May-Grumwald Giemsa. A porcentagem de 

macrófagos e neutrófilos foi estimada com o auxílio de microscópio óptico Nikon YS 

pela contagem de 20 campos em imersão. 

 

 

3.8 DOSAGEM DE CITOCINAS 
 

 

Os sobrenadantes dos ensaios fagocíticos foram coletados por 

centrifugação das amostras e armazenados a -20°C para posterior detecção de 

citocinas através da técnica do ensaio imunoenzimático de captura (ELISA) usando 

Kit da eBioscience (USA). A concentração da citocina foi determinada com 

referência na curva padrão por seriadas diluições, e a absorbância ótica mensurada 

a 492 nm. 

Exudatos peritoneais de camundongos pré-tratados com Con-A ou 

PBS e infectados com C. albicans foram centrifugados a 4ºC e os sobrenadantes 

armazenados a –20°C para dosagem de citocinas de acordo com o protocolo do 

fabricante de eBioscience. Foi avaliada a produção das citocinas IL-17, TGF-β, IL-

12, IFN-y, e TNF-α. 

 

 

3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 

 

A análise estatística foi realizada através do teste t Student para 

avaliar a diferença entre as médias. P<0,05 foi considerado significante. 
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4 RESULTADOS 
 

 

4.1 IDENTIFICAÇÃO POR CHROMÁGAR E PCR 
 

 

As amostras de leveduras foram identificadas através de dois 

métodos: cultivo em CHROMágar Candida e reação em cadeia da polimerase (PCR) 

conforme descrito por Li et al.  (2003). O meio CHROMágar Candida indica colônias 

verde-claras para C. albicans e azuis para C. tropicalis (ODDS; BERNAERTS, 1995). 

As colorações rosa e lilás, no entanto, são comuns em diferentes espécies de 

Candida (C. Krusei, C. parapsilosis, C. glabrata), o que dificulta a interpretação do 

teste. Por isso foi necessário recorrer a outras características tais como rugosidade 

para orientar a identificação dessas espécies. Esta peculiaridade de rugosidade ao 

redor das colônias em C. krusei, foi citada por Garcia-Martos et al.  (1998). A 

identificação de C. albicans, C. tropicalis e C. Krusei foi confirmada por PCR.  

O isolado CR15 apresentou colônias de coloração verde, e foi 

confirmado por PCR como C. albicans; o isolado CR2 apresentou colônias de 

coloração azul, e foi confirmado por PCR como C. tropicalis; o isolado CR20 

apresentou colônias rugosas de coloração rosa, e foi confirmado por PCR como C. 

krusei e o isolado CR6.3 apresentou colônias de coloração lilás, e foi identificado por 

PCR como C. glabrata (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Identificação das leveduras isoladas por métodos bioquímicos e PCR. 

As leveduras foram cultivadas em caldo Sabouraud dextrose por 24h a 28ºC e plaqueadas por 
esgotamento em ágar Sabouraud dextrose por 24h a 37ºC. Uma colônia de cada isolado foi 
transferida para o meio seletivo diferencial CHROMágar Candida e a identificação molecular das 
espécies foi realizada pela técnica de PCR. *Colônia Verde: Candida albicans; Azul: Candida 
tropicalis; Rosa rugosa: Candida krusei. 
 
 
 

 
Isolado 

 
CHROMágar 

 
Identificação PCR 

CR15 Verde* Candida albicans 

CR2 Azul* Candida tropicalis 

CR20 Rosa rugosa* Candida krusei 

CR6.3 Lilás* Candida glabrata 
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4.2 DIFERENÇAS MORFOLÓGICAS ENTRE ISOLADOS DE CANDIDA 
 

 

Os quatro isolados de Candida (CR15, CR2, CR20 e CR6.3) foram 

crescidos em caldo Sabouraud dextrose por 24 horas a 28ºC, lavados 2 vezes com 

PBS e incubados por 2 horas em meio RPMI. A Figura 1 mostra a aparência 

morfológica dos quatro isolados após a microscopia eletrônica de varredura (5000x), 

onde se observa que C. albicans CR15 possui blastoconídeos arredondados e 

formação de hifas, C. tropicalis CR2 possui blastoconídeos ovais e formam pseudo-

hifa; C. krusei CR20 são alongadas e apresentam formação de pseudo-hifas e C. 

glabrata CR6.3 possui blastoconídeos ovais e ausência de dimorfismo. 

 

 
Os isolados de C. albicans CR15 (A), C. krusei CR20 (B), C. tropicalis CR2 (C) e C. 
glabrata CR6.3 (D) foram crescidos em caldo Sabouraud dextrose por 24 horas a 
28ºC, lavados em PBS, cultivados em meio RPMI por 2 horas e realizada 
fotomicrografia eletrônica de varredura (5000x). 
 
Figura 1 – Eletromicrografia das quatro espécies de Candida. 
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4.3 EFEITO DE ADMINISTRAÇÃO DE CON-A NA FAGOCITOSE IN VITRO DE CANDIDA 
 

 

Para avaliar o efeito de concanavalina-A na fagocitose de Candida, 

macrófagos peritoneais de camundongos pré-tratados por três dias com Con-A ou 

PBS (controle) foram incubados com blastoconídeos dos quatro isolados por 2 horas 

em meio RPMI contendo 5% de SFB inativado. 

A porcentagem de macrófagos tratados com PBS fagocitando foi de 

11,85% para C. albicans, 12,19% para C. krusei, 16,14% para C. tropicalis e 27,82% 

para C. glabrata. A porcentagem de fagocitose foi significativamente maior nos 

macrófagos de camundongos pré-tratados com Con-A, comparados ao controle 

(PBS) para todos os isolados de Candida utilizados neste estudo. A porcentagem de 

fagocitose dos macrófagos tratados com PBS apresentou diferença significativa para 

a espécie C. glabrata, onde houve maior índice fagocítico (Figura 2).  

 

Macrófagos de camundongos pré-tratados com PBS ou Con-A foram coincubados com CR15, CR6.3,CR20 e 
CR2 por 2 horas a 37ºC e a porcentagem de macrófagos fagocitando foi determinada pela contagem de 10 
campos em imersão no microscópio óptico. Dados constituem média e erro padrão de 5 experimentos. *P<0,05 
macrófagos ativados com Con-A comparados com macrófagos residentes. ** P<0,05 fagocitose de C. glabrata 
por macrófagos residentes comparado as demais espécies. 

 
Figura 2 –  Efeito do pré-tratamento com concanavalina-A na fagocitose de espécies de 

Candida. 
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Figura 3 – Macrófagos pré-tratados com concanavalina-A e PBS por 72 horas. 
 

 

Macrófagos de camundongos pré-tratados com Con-A (A)(B) e PBS (C)(D), coincubados com C. 
albicans CR15 por 2 horas a 37ºC. Eletromicrografia (2400x) e (5000x). 

 
Figura 4 – Efeito do pré-tratamento com concanavalina-A na fagocitose de C. albicans. 

C 
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Macrófagos de camundongos pré-tratados com Con-A (A)(B) e PBS (C)(D), coincubados com 
C. glabrata CR6.3 por 2 horas a 37ºC. Eletromicrografia (2400x) e (5000x). 
 

Figura 5 –  Efeito do pré-tratamento com concanavalina-A na fagocitose de C. 
glabrata.  

 

 
Macrófagos de camundongos pré-tratados com Con-A (A)(B) e PBS (C)(D), coincubados com C. krusei 
CR20 por 2 horas a 37ºC. Eletromicrografia (2400x) e (5000x). 

 
Figura 6 – Efeito do pré-tratamento com concanavalina-A na fagocitose de C. krusei.  
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Macrófagos de camundongos pré-tratados com Con-A (A)(B) e PBS (C)(D), coincubados com C. tropicalis 
CR2 por 2 horas a 37ºC. Eletromicrografia (2400x) e (5000x). 

 
Figura 7 –  Efeito do pré-tratamento com concanavalina-A na fagocitose de C. 

tropicalis.  
 

 

Em adição, foi realizado o estudo do perfil de receptores de manose 

e dectina-1 utilizando ensaios fagocíticos com 2x106 de Candida na presença de 

manana (100 μg) e laminarina (100 μg). Os resultados mostram que macrófagos de 

camundongos pré-tratados com Con-A três dias antes apresentaram atividade 

superior dos receptores de manose em C. albicans, C. krusei e C. tropicalis, que 

pode ser observado pela significante redução da fagocitose  dos isolados testados 

na presença de manana. Macrófagos pré-tratados com Con-A apresentaram 

atividade superior dos receptores dectina-1 em C. albicans e C. tropicalis, observado 

pela significante redução de fagocitose na presença de laminarina. Já a C. glabrata 

não apresentou redução significativa da fagocitose na presença destes inibidores 

(Tabela 3).  

 

C 
B D 
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Tabela 3 – Efeito inibitório de manana e laminarina na fagocitose Candida. 

Condições C. albicans C. glabrata C. krusei C. tropicalis 

PBS controle 10,4 ± 1,2 19,9 ± 3,0 11,5 ± 2,8 10,7 ± 0,7 

PBS manana N.D N.D N.D N.D 

PBS laminarina N.D N.D N.D N.D 

Con-A controle 37,0 ± 4,5* 35,3 ± 2,9* 21,4 ± 4,0* 19,5 ± 2,1* 

Con-A mañana 18,1 ± 3,6† 33,3 ± 1,1 7,9 ± 2,2† 11,4 ± 1,7† 

Con-A laminarina 22,2 ± 3,6† 30,0 ± 2,9 11,3 ± 2,0† 16,4 ± 1,8 

Camundongos foram pré-tratados com Con-A 3 dias antes dos ensaios e os macrófagos incubados com as 
espécies de Candida por 0,5h a 37ºC. A inibição dos receptores de manose e dectina-1 foi investigada pela adição 
de manana e laminarina nos ensaios fagocíticos. Os resultados são média ± erro padrão para cinco experimentos. 
*P<0,05 para Con-A vs PBS. † P<0,05 Con-A controle vs Con-A na presença dos inibidores. N.D Não 
determinado. 

 

 

4.4 EFEITO DE ADMINISTRAÇÃO DE CON-A NA ATIVIDADE CANDIDACIDA DE MACRÓFAGOS   
 

 

Camundongos foram previamente inoculados com Con-A ou PBS e 

os macrófagos incubados com blastoconídeos dos quatro isolados por meia hora em 

meio RPMI. Para a análise das Unidades Formadoras de Colônia (UFC), foram 

plaqueadas alíquotas no volume de 25 e 50μl e incubadas a 37oC durante 48 horas. 

Nos ensaios candidacidas, macrófagos tratados apenas com PBS 

foram capazes de destruir entre 8,9% a 16,6% do inóculo. Enquanto que macrófagos 

pré-tratados com Con-A foram mais eficientes na morte de Candida, destruindo de 

33,0% até 37,7% do inóculo. Portanto, a atividade candidacida foi significativamente 

maior nos macrófagos de camundongos pré-tratados com Con-A, comparados ao 

controle. Em camundongos que receberam PBS houve maior atividade candidacida 

de C. glabrata e C. krusei quando comparado a C. tropicalis (Figura 8). 
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Porcentagem de Candida ssp. morta por macrofágos de camundongos pré-tratados com Con-A e 
PBS. As células do exsudado peritoneal foram coincubadas com Candida por 0,5h, plaqueadas em 
ágar Sabouraud e incubadas por 48h a 37ºC para contagem de UFC. Dados constituem média e erro 
padrão de cinco experimentos. *P<0,05 para Con-A vs PBS. ** P<0,05 para C. glabrata e C. krusei vs 
C. tropicalis PBS. 

 
Figura 8 – Efeito de concanavalina-A na atividade candidacida de macrófagos.  
 

 

4.5 TRANSIÇÃO DA FORMA DE LEVEDURA PARA FILAMENTOSA DURANTE COINCUBAÇÃO COM 

MACRÓFAGOS 

 

 

Foi investigado a transição da forma de levedura para filamentosa 

durante coincubação com macrófagos pré-tratados com Con-A ou PBS. Após duas 

horas de coincubação dos macrófagos com os isolados de Candida CR15, CR2, 

CR20 e CR6.3, dez campos em imersão foram analisados.  

Verificou-se que C. albicans (CR15) e C. tropicalis (CR2) 

apresentaram maior capacidade de transição para forma filamentosa comparando 

ao grupo controle (PBS) com o grupo Con-A. C. glabrata (CR6.3) demonstrou 

comportamento não dimórfico e a transição de C. krusei (CR20) não apresentou 

resultados significativos (Tabela 4).  
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Tabela 4 –  Transição para formas filamentosas durante coincubação de Candida 
ssp. com macrófagos. 

Con-A PBS 
Isolados 

Filamentos Filamentos 

C. albicans 30,24 ± 0,92* 81,02 ± 3,36 

C. tropicalis 27,27 ± 1,74 86,18 ± 0,95 

C. krusei 26,28 ± 3,69* 23,74 ± 1,91 

C. glabrata ** ** 

Espécies de Candida foram coincubadas com macrófagos a 37ºC por 2 horas. As análises foram 
realizadas através da contagem de dez campos em imersão e a porcentagem de formas filamentosas 
foi determinada. Os resultados constituem média e erro padrão para cinco experimentos. *P<0,05 em 
relação aos macrófagos pré-tratados com Con-A. **Isolado não dimórfico. 
 

 

4.6 EFEITO DE CON-A NA PRODUÇÃO DE TNF-Α POR MACRÓFAGOS 
 

 

A produção de TNF-α no sobrenadante dos ensaios fagocíticos dos 

macrófagos ativados com Con-A e coincubados com Candida foi significantemente 

aumentada após 2 h de coincubação com todas as espécies testadas com 

significância de P<0,05 comparado ao controle (Figura 9). 

 

 
As células do exsudado peritoneal foram coincubadas com Candida por 2h e os sobrenadantes dos 
ensaios fagocíticos in vitro foram coletados para determinação da produção de TNF-α atráves da 
técnica de ELISA. Dados constituem média e erro padrão de cinco experimentos. *P<0,05 para Con-A 
vs PBS.  
 
Figura 9 – Efeito de Con-A na produção  in vitro de TNF-α. 
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4.7 EFEITO DO PRÉ-TRATAMENTO DE CON-A NA INFECÇÃO POR CANDIDA ALBICANS 
 

 

Para avaliar o efeito de concanavalina-A na infecção por C. albicans 

cinco grupos de camundongos pré-tratados por três dias com Con-A ou PBS foram 

inoculados i.p. com 1x107 de C. albicans e sacrificados após 0,5; 2; 6; 18 e 24 h. Um 

grupo de cinco camundongos sem infecção foi usado como controle.  

O número de neutrófilos foi baixo nas primeiras 2 horas após 

infecção por C. albicans, e sua migração aumentou posteriormente atingindo um 

pico às 18 horas. Houve aumento significativo no número de neutrófilos 6 horas 

após infecção do grupo pré-tratado com Con-A comparado ao grupo PBS. 

O número de macrófagos presentes no exsudado peritoneal durante 

as 24 horas de infecção foi semelhante entre os grupos pré-tratados com Con-A e 

PBS, embora durante as primeiras duas horas após infecção houve significante 

redução de macrófagos no grupo PBS. Um aumento no número de macrófagos pode 

ser observado entre 6 e 24 horas após infecção em ambos os grupos (Figura 10). 

 

 
Os camundongos foram pré-tratados com PBS ou Con-A três dias antes de inoculação i.p. com 107 C. 
albicans. Os resultados constituem média e erro padrão para cinco experimentos 

 
Figura 10 –  População de células fagocíticas no exsudado peritoneal durante o curso de 

infecção por C. albicans. 
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A fagocitose de C. albicans in vivo por macrófagos e neutrófilos 

ativados com Con-A foi superior a de macrófagos controle durante a infecção 

(Tabela 5).  

 

Tabela 5 –  Porcentagem de macrófagos e neutrófilos fagocitando Candida albicans 
durante infecção. 

Fagocitose de C. albicans por macrófagos e neutrófilos do exsudado peritoneal de camundongos pré-tratados com PBS ou 
Con-A. Dados representam média ± erro padrão para cinco experimentos. 

 

 

A redução do inóculo de C. albicans foi significativamente maior no 

grupo pré-tratado com Con-A, como observado pela redução de UFC no exsudado 

da cavidade peritoneal 24horas após infecção (Figura 11).  

 

 

Os camundongos foram pré-tratados com PBS ou Con-A três dias antes de inoculação i.p. com 107 C. 
albicans. Os resultados são UFC e erro padrão para cinco experimentos. *P<0,05 para Con-A vs PBS 
24h. 

 
Figura 11 –  Efeito de concanavalina-A na recuperação de Candida albicans da cavidade 

peritoneal durante o curso da infecção.  

Tempo após infecção (horas) 

Macrófagos  Neutrófilos 

Condições 0,5 2 6 18 24  0,5 2 6 18 24 

PBS 12,7±5,1 0,4±0,3 0,2±0,1 0±0 0±0  0,5±0,4 0±0 0,2±0,1 0±0 0±0 

Con-A 38,4±8,7 4,2±0,4 2,5±0,3 0,4±0,2 0,7±0,25  10,4±7,9 1,7±0,2 0,4±0,2 0,2±0,1 0,2±0,1 
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4.8  EFEITO DE CON-A NA PRODUÇÃO DE CITOCINAS APÓS INFECÇÃO DOS CAMUNDONGOS 

COM CANDIDA ALBICANS  

 

 

A produção de IL-17 no sobrenadante do exsudado peritoneal de 

camundongos que receberam inóculo de 107 de C. albicans CR15 foi 

significantemente superior em animais pré-tratados com Con-A após 6 e 18 horas de 

infecção, quando comparado aos tratados apenas com PBS. 

A quantidade de IL-17 sofreu uma queda significativa de 2 h para 6 h 

após a infecção no grupo PBS. Já no grupo pré-tratado com Con-A, houve aumento 

significativo de IL-17 em 6 e 18 horas após infecção quando comparado aos 

camundongos não infectados (Figura 12).   

 

 
Os sobrenadantes dos exudatos peritoneais pós infecção com C. albicans CR15 foram coletados para 
determinação da produção de IL-17 atráves da técnica de ELISA. Significância estatística *P<0.05 para Con-A 
vs. PBS 6h e 18h ** P<0.05 para Controle Con-A vs Con-A 6h e 18h. 

 
Figura 12 – Efeito de Con-A na produção  in vivo de IL-17. 
 

 

A produção de TGF-β no sobrenadante do exsudado peritoneal de 

camundongos que receberam inóculo de 107 de C. albicans CR15 foi 

significantemente superior em animais pré-tratados com Con-A após 2 horas de 

infecção, quando comparado aos tratados apenas com PBS. 
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No grupo pré-tratado com Con-A, houve aumento significativo de 

TGF-β 18 horas após infecção quando comparado aos camundongos não infectados 

(Figura 13).   

 

 
Os sobrenadantes dos exudatos peritoneais pós infecção com C. albicans CR15 foram coletados 
para determinação da produção de TGF-β atráves da técnica de ELISA. Significância estatística 
*P<0.05 para Con-A vs. PBS 2h. ** P<0.05 para controle Con-A vs Con-A 18h. 

 
Figura 13 – Efeito de Con-A na produção  in vivo de TGF-β. 

 

 

Não foi encontrada produção de IFN-y no sobrenadante do 

exsudado peritoneal de camundongos que receberam inóculo de 107 de C. albicans 

em animais tratados com PBS, dessa forma, a produção de IFN-y foi 

significantemente superior em animais pré-tratados com Con-A após 2, 6, 18 e 24 

horas de infecção (Figura 14). 

 

 
Os sobrenadantes dos exudatos peritoneais pós infecção com C. albicans CR15 foram coletados 
para determinação da produção de IFN-y atráves da técnica de ELISA. Significância estatística 
*P<0.05 para Con-A vs. PBS 2h, 6h, 18h e 24h.  

 
Figura 14 – Efeito de Con-A na produção  in vivo de IFN-y. 
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A produção de TNF-α no sobrenadante do exsudado peritoneal de 

camundongos que receberam inóculo de 107 de C. albicans CR15 foi superior em 

animais pré-tratados com Con-A após 2 horas de infecção, quando comparado aos 

tratados apenas com PBS (Figura 15). 

 

 

Os sobrenadantes dos exudatos peritoneais pós infecção com C. albicans CR15 foram coletados para 
determinação da produção de TNF-α atráves da técnica de ELISA. Significância estatística *P<0.05 
para Con-A vs. PBS 2h. 

 
Figura 15 – Efeito de Con-A na produção  in vivo de TNF-α. 

 

 

A produção de IL-12 no sobrenadante do exsudado peritoneal de 

camundongos que receberam inóculo de 107 de C. albicans CR15 foi 

significantemente superior em animais pré-tratados com Con-A 6 e 18 horas após 

infecção, quando comparado aos tratados apenas com PBS (Figura 16). 

 

 
Os sobrenadantes dos exudatos peritoneais pós infecção com C. albicans CR15 foram coletados para 
determinação da produção de IL-12 atráves da técnica de ELISA. Significância estatística *P<0.05 
para Con-A vs. PBS 6h e 18h .  

 
Figura 16 – Efeito de Con-A na produção  in vivo de IL-12. 
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5 DISCUSSÃO 
 

 

Espécies de Candida são patógenos complexos e o sistema imune 

utiliza várias células, receptores de superfície celular e vias de sinalização para 

desencadear uma resposta imune eficiente. A interação entre o hospedeiro e 

Candida pode resultar tanto na eliminação rápida dos patógenos ou sua persistência 

em pacientes imunocomprometidos, o que conduz a candidíase mucocutânea 

crônica ou candidíase invasiva (NETEA; MARÓDI, 2010).  

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de 

concanavalina-A no perfil de citocinas no curso de infecção com C. albicans e 

atividade fagocítica in vitro de C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis. 

Estudos prévios demonstraram que o tratamento com Con-A aumentou a 

capacidade de eliminar o inóculo de C. albicans da cavidade peritoneal, baço, fígado 

e rim, em relação aos animais controle (FELIPE et al., 1995) e que o efeito protetor 

do Con-A é dose-dependente e pode estimular macrófagos empregando os mesmo 

mecanismos, tanto em camundongos adultos quanto lactantes, aumentando assim 

sua capacidade para fagocitar e destruir C. albicans (MORESCO et al., 2002). 

Corroborando com estes dados, os resultados demonstraram que a porcentagem de 

fagocitose para todas as espécies de Candida testadas foram superiores nos 

macrófagos de camundongos pré-tratados com Con-A, quando comparados aos 

macrófagos de animais pré-tratados com PBS (Figura 2). Portanto, concanavalina-A 

aumentou a capacidade de macrófagos fagocitarem C. albicans, C glabrata, C. 

krusei e C. tropicalis (Figura 4, 5, 6 e 7).  

Entre os animais pré-tratados com PBS, os macrófagos 

apresentaram maior índice de fagocitose da espécie C. glabrata (Figura 2).  

Enquanto C. albicans é capaz de destruir macrófagos através da formação de hifas, 

a C. glabrata fagocitada por macrófagos não realiza transição morfológica 

(LEBERER et al., 2001).  

A capacidade de algumas espécies de Candida sofrerem 

morfogênese contribui para o aumento do seu potencial patogênico (HAYNES, 2001) 

e diante disso foi investigado a transição de levedura para forma filamentosa durante 

coincubação com macrófagos pré-tratados com Con-A ou PBS. Duas das espécies 

testadas, C. albicans e C. tropicalis apresentaram maior capacidade de transição 
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para forma filamentosa quando coincubadas com macrófagos pré-tratados com PBS 

e esta transição foi reduzida na presença de macrófagos pré-tratados com Con-A. Já 

C. glabrata demonstrou comportamento não dimórfico e a transição de C. krusei não 

apresentou resultados significativos (Tabela 4). Estes resultados demonstram que as 

leveduras não destruídas pelos macrófagos pré-tratados com PBS, das espécies C. 

albicans e C. tropicalis foram capazes de se transformar em formas filamentosas, 

apresentando maior capacidade patogênica do que as espécies C. glabrata e C. 

krusei. De acordo com Geraldino et al. (2010) as formas filamentosas de C. albicans 

oferecem resistência aos mecanismos microbicidas de macrófagos. Neste estudo, 

nós verificamos que além da C. albicans, a C. tropicalis também apresenta este 

mecanismo patogênico (Tabela 4)(Figura 8). 

Con-A liga-se diretamente às moléculas de carboidratos do 

complexo de histocompatibilidade principal (MHC) e no receptor do linfócito T (TCR) 

e induz a resposta celular (ANDERSON; MELCHERS, 1976). Neste trabalho, 

macrófagos de camundongos pré-tratados por Con-A apresentam-se maiores e mais 

espalhados que os macrófagos controle como visualizado através de microscopia de 

varredura (Figura 3). Segundo Mosser (2003) macrófagos ativados são capazes de 

espalharem-se mais do que as células residentes e possuem um aumento marcante 

na sua capacidade de matar e degradar microorganismos. Isto se deve a um 

aumento na produção de espécies reativas de oxigênio e indução do gene NO 

sintase (iNOS) induzível para produção de óxido nítrico (NO). 

As Figuras 4, 5, 6 e 7 permitem a visualização do efeito do pré-

tratamento com Con-A na fagocitose de C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. 

tropicalis pelo emprego de fotomicroscopia eletrônica de varredura. É possível 

comparar a ativação dos macrófagos, capacidade de fagocitose e transição de 

leveduras para formas filamentosas dos grupos de camundongos tratados com Con-

A e PBS. Um número maior de leveduras unicelulares (blastóporos) pode ser vistas 

no interior de macrófagos ativados enquanto macrófagos do grupo controle 

fagocitam um número menor de Candida e muitos mostram crescimento filamentoso. 

De acordo com Shoham e Levitz (2005) as leveduras são muitas vezes fagocitadas 

de forma eficaz, enquanto que um aumento no tamanho das hifas diminui essa 

eficácia. Estas observações sugerem que a ativação de macrófagos por Con-A 

favorece a fagocitose de leveduras e também reprime a transição de leveduras para 

filamentos, cujo crescimento pode levar a morte do macrófago. 
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Van der Graaf et al. (2005) demonstraram que blastoconídeos e hifas 

de C. albicans diferem no estímulo da resposta do hospedeiro. Blastoconídeos 

estimulam ambos receptores TLR2 e TLR4, sendo o último crucial para a 

estimulação de citocinas pró-inflamatórias, com grande produção de IFN-y por 

monócitos e de TNF-α por macrófagos peritoneais. As hifas, por sua vez, não são 

reconhecidas por TLR4, não sendo capazes de induzir a produção de IFN-y e 

induzem grande produção de IL-10 por meio de TLR2, tal citocina provoca a 

desativação dos mecanismos microbicidas de macrófagos e esta condição beneficia   

o patógeno. Em nosso estudo, os ensaios fagocíticos realizados com macrófagos 

ativados com Con-A apresentaram aumento significativo nos níveis de TNF-α para 

todas as espécies testadas, estando relacionado à maior capacidade de matar 

Candida e consequente redução do dimorfismo. Em contraste, os macrófagos 

controle mantiveram níveis basais de TNF-α, proporcionando um melhor ambiente 

para a transição da forma leveduriforme para forma filamentosa.  

Joly et al. (2009) demonstraram que C. albicans, C. tropicalis e C. 

krusei, foram capazes de induzir a secreção de IL-1β em macrófagos, uma citocina 

pró-inflamatória que desempenha um papel importante na imunidade antifúngica, e 

C. glabrata não induziu a produção de IL-1β devido à ausência de dimorfismo. 

Entretanto, C. glabrata apresenta outros mecanismos de escape para colonizar e 

causar infecção em pacientes imunocomprometidos. Roetzer et al.  (2010) 

investigaram a fagocitose de C. glabrata por macrófagos e demonstraram que a 

autofagia e peroxifagia é um provavel fator de virulência para C. glabrata, já que ao 

ser fagocitada a privação de nutrientes representa um sério desafio, e a mobilização 

de nutrientes intracelulares através da autofagia é um dos principais constribuintes 

para sustentar a viabilidade do fungo. Já em infecções por C. albicans a autofagia 

não desempenha papel relevante na diferenciação de C. albicans ou em sua 

interação com as células do hospedeiro (PALMER et al., 2007). A autofagia recicla 

continuamente quase todos os constituintes da célula, e ajudam o organismo a 

superar períodos de falta de nutrientes, reciclando componentes intracelulares para 

sustentar funções celulares vitais (FARRE et al., 2009). 

Como mencionado anteriormente, a ativação de macrófagos é 

importante na atividade candidacida. Geraldino et al. (2010) demonstraram que 

macrófagos peritoneais de camundongos pré-tratados com Con-A produziram níveis 

maiores de TNF-α e reduziram significativamente o inóculo de C. albicans após 1 



56 
 

hora de coincubação, em comparação aos macrófagos peritoneais de camundongos 

pré-tratados com PBS.  No presente estudo também foi avaliado a atividade 

candidacida de ambas as populações de macrófagos, e os resultados demonstraram 

um aumento da atividade candidacida nos macrófagos dos animais pré-tratados com 

Con-A e coincubados por 30 minutos, destruindo de 33,0% até 37,7% do inóculo. 

Enquanto os macrófagos de camundongos que receberam pré-tratamento com PBS 

foram capazes de destruir apenas 8,9% a 16,6% do inóculo, sendo observada maior 

atividade candidacida para C. glabrata e C. krusei quando comparado a C. tropicalis 

(Figura 8). Estudos experimentais anteriores demonstraram que C. krusei possui 

menor capacidade de aderência a superfícies epiteliais e produção de fosfolipases, 

quando comparadas a C. albicans em (SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 

1994). Salin et al. (1985) utilizando ensaio fagocitico in vitro com macrófagos 

perioneais de camundongos, demonstraram que os índices de fagocitose obtidos 

para C. krusei foram significativamente maiores aos de C. albicans e C. tropicalis. 

Em estudo realizado por Westwater et al.  (2007), camundongos 

deficientes em células natural killer (NK) e células T foram inoculados por via oral 

com C. glabrata e C. albicans. Sendo que C. glabrata colonizou o trato digestório e 

penetrou no tecido queratinizado, mas em contraste com C. albicans, foi incapaz de 

infectar tecidos oroesofageais. Além disso, C. glabrata não foi letal para os 

camundongos, e não provocou uma resposta inflamatória no tecido gástrico 

colonizado nem estimulou a produção de granulócitos pelo baço. Tal atividade 

inflamatória deficiente poderia explicar a capacidade de C. glabrata a persistir em 

tecidos infectados e sobreviver como um comensal do aparelho digestório. Dados 

obtidos por Wells et al.  (2007) apóiam a hipótese de que o intestino de 

camundongos tratados com antibióticos pode ser um reservatório epidemiológico 

para C. glabrata e que esta espécie tende a se disseminar em condições clínicas 

específicas. 

O reconhecimento do patógeno na imunidade inata é mediado por 

receptores de reconhecimento padrão (PRRs) que reconhecem padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs), presentes em microrganismos patogênicos 

(NETEA et al., 2008). Os receptores de manose presentes na superfície de 

macrófagos reconhecem superfície rica em manana, sendo especialmente 

importante na fagocitose de C. albicans. Nós investigamos se este receptor também 

pode estar envolvido na fagocitose de espécies não albicans. Os resultados 
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mostraram que macrófagos de camundongos pré-tratados com Con-A apresentaram 

significante redução da fagocitose dos isolados C. albicans, C. krusei e C. tropicalis, 

quando testados na presença de manana durante os ensaios fagocíticos em relação 

aos macrófagos de camundongos pré-tratados com PBS, o que sugere uma 

atividade superior dos receptores de manose nestes macrófagos (Tabela 3). 

Resultados semelhantes foram anteriormente encontrados por Gaziri et al.  (1999) e 

Loyola et al. (2002) que verificaram que o pré-tratamento de macrófagos com Con-A 

aumentou a expressão de receptores de manose e conseqüente fagocitose de C. 

albicans. Portanto, os experimentos sugerem que este receptor também pode estar 

envolvido na fagocitose de espécies não albicans investigadas neste estudo. 

Além disso, macrófagos pré-tratados com Con-A apresentaram 

significante redução de fagocitose de C. albicans e C. tropicalis na presença de 

laminarina, sugerindo atividade superior dos receptores dectina-1. Já C. glabrata não 

apresentou redução significativa da fagocitose na presença destes inibidores 

(Tabela 3). A forma leveduriforme de C. albicans é reconhecida pelo receptor 

Dectina-1, os quais estimulam a liberação de citocinas pró-inflamatórias que 

favorecem a eliminação da Candida (GANTNER, SIMMONS ; UNDERHILL 2005; 

NETEA et al., 2002).  

Após reconhecimento do fungo por meio de receptores de superfície, 

a interação da Candida com o sistema imune inato pode levar a uma atividade 

antifúngica, e uma atividade regulatória que promove a quimiotaxia, proliferação e 

diferenciação terminal de células da imunidade inata e adaptativa, através da síntese 

de citocinas (DONGARI-BAGTZOGLOU ; FIDEL, 2005). Como já mencionado, a 

concanavalina-A se liga as moléculas de carboidratos do complexo de 

histocompatibilidade principal (MHC) e receptores de células T auxiliar (TCR), 

resultando na ativação de células Th1 e produção de citocinas como IL-2, INF-γ e 

TNF-α, e consequente ativação de macrófagos. 

Huang et al.  (2004) relataram que a produção de IL-17 por células 

Th17 possui importância na defesa do hospedeiro contra fungos, onde a expressão 

in vivo de IL-17 por camundongos os protegeu de uma dose letal de C. albicans. 

Portanto também procuramos investigar neste trabalho se o tratamento com 

concanavalina-A pode mediar uma resposta imune adaptativa envolvendo células 

Th17. 
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Deste modo, camundongos tratados com Con-A três dias antes da 

infecção i.p com C. albicans mostraram um aumento significante nos níveis de IL-17 

após 6h de infecção no grupo de camundongos tratados com Con-A, sendo estes 

níveis mantidos até 18h pós-infecção, enquanto nos camundongos controle foi 

verificada uma redução dessa citocina (Figura 11).  

O fator de transformação de crescimento β (TGF-β) é amplamente 

reconhecido por possuir papel chave na regulação de respostas inflamatórias que 

ocorrem em vários tipos de doenças infecciosas e autoimunes. (SEDER et al., 

1998). TGF- β é uma citocina relativamente ubíqua, já que suprime a diferenciação 

de células Th1 e Th2 enquanto induz a diferenciação de células Treg. Entretanto, na 

presença da citocina inflamatória IL-6, é capaz de direcionar o desenvolvimento de 

células Th17 (REINER, 2007). A combinação de IL-6 e TGF-β inibe Foxp3, um fator 

de transcrição de genes que é essencial para diferenciação de celulas Treg, assim 

células Th17 e Treg estão relacionadas, sendo que TGF-β participa dos dois 

processos (TATO; JOHN, 2006). Neste trabalho, os resultados demonstraram um 

aumento significante nos níveis de TGF-β após 2h infecção por C. albicans em 

camundongos tratados com Con-A (Figura 13) sugerindo seu papel na diferenciação 

de células Th17. Pois da mesma forma que células Th1 e Th2 requerem citocinas 

especificas e fatores de transcrição para seu desenvolvimento, tem sido mostrado 

que IL-6 e TGF-β tem papel crucial no inicio da diferenciação de células Th17 

(VELDHOEN et al., 2006).   

Fungos patogênicos infectam humanos através de diferentes 

mecanismos, incluindo ataque e invasão da pele danificada e inoculação direta em 

tecidos profundos. Independentemente da via de infecção, os macrófagos 

desempenham um papel fundamental na interação inicial entre o hospedeiro e o 

patógeno. Outras células fagociticas, como neutrófilos e células dendríticas (DCs), 

também estão intimamente envolvidas neste processo (NICOLA, CASADEVALL ; 

GOLDMAN, 2008).  

Fagócitos podem matar fungos usando mecanismos independente 

de fagocitose. Isso é perceptível no caso de fungos filamentosos, em que uma única 

hifa é muito maior do que o fagócito-se e não pode ser ingerida. Os neutrófilos são 

os mais frequentemente associados com mecanismos de morte extracelular que 

envolve a liberação de grandes quantidades de espécies reativas de oxigênio e 

componentes do grânulo no meio extracelular (ERMERT et al., 2009). Loyola et al.  
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(2002) demonstraram que a ativação da resposta imune celular por Con-A ocorre em 

duas fases: uma dominada pelos neutrófilos, e outra pelos macrófagos expressando 

atividade aumentada dos receptores de manose, ambas as populações são 

importantes dependendo da fase da infecção. 

Diversos estudos relacionam a citocina pró-inflamatória IL-17 com a 

migração de neutrófilos em sítios de inflamação (KOLLS et al., 2003; YE et al, 2001; 

MCALLISTER et al., 2005). Conti et al.  (2009) demonstraram que a deleção 

genética da via de sinalização mediada por IL-17 tem sido associada a um aumento 

da carga fúngica, redução do recrutamento de neutrófilos e expressão diminuída de 

certos fatores antifúngicos em camundongos. Corroborando com o aumento dos 

níveis de IL-17 pelos macrófagos pré-tratados com Con-A, a migração de neutrófilos 

aumentou 6h após infecção, atingindo o pico 18h após infecção (Figura 9).  

A família da citocina IL-12, que inclui IL-12, IL-23, IL-27 e IL-35, está 

amplamente envolvida no desenvolvimento de células T helper. Tanto respostas Th1 

e Th17 são consideradas protetoras, enquanto respostas do tipo Th2 e Treg 

possuem efeito supressivo na imunidade do hospedeiro contra candidíase. Enquanto 

a citocina IL-12 leva ao desenvolvimento de células Th1, a citocina IL-23 está 

envolvida no direcionamento e manutenção de células Th17 (WEI et al., 2011). 

Neste estudo, a produção de IL-12 no sobrenadante do exsudado peritoneal de 

camundongos infectados por C. albicans foi significantemente superior em animais 

pré-tratados com Con-A 6 e 18 horas após infecção, quando comparado aos 

tratados apenas com PBS (Figura 16). 

Resultados obtidos por Xiong et al.  (2000) demonstraram que C. 

albicans e C. krusei induzem diferencialmente a produção de IL-12 por monócitos. 

Enquanto a C. krusei foi capaz de induzir a produção de IL-12 por monócitos, a C. 

albicans induziu apenas a produção de IL-10. Tais resultados indicam que C. 

albicans por possuir a capacidade de induzir a expressão de IL-10 pode gerar um 

estado mais susceptível do hospedeiro à candidíase Neste trabalho, camundongos 

pré-tratados com Con-A e infectados com C. albicans apresentaram produção de IL-

12 superior do que os tratados com PBS (Figura 16).  

Estudo anterior realizado in vivo por Conchon-Costa et al. (2007) 

demonstrou que camundongos pré-tratados com Con-A quatro dias antes e 

infectados com C. albicans CR15 tiveram um significante aumento na produção de 

TNF-α no sobrenadante de células peritoneais, fígado e baço em relação aos 
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animais pré-tratados com PBS. Os macrófagos de animais pré-tratados com PBS 

tiveram menor capacidade de depurar C. albicans do local da infecção, que por sua 

vez disseminou-se para outros órgãos como fígado e baço.  

Neste trabalho, os macrófagos de animais tratados com Con-A 

também fagocitaram maiores números de leveduras, e foram ativados atráves da 

produção de TNF-α e IFN- γ em níveis significantes 2 horas após infecção, sendo 

que a depuração de Candida foi significativamente maior 24 horas após a infecção 

(Tabela 5) (Figura 12 e 14). Deste modo, eles provavelmente são mais capazes de 

matar e processar antígenos de Candida, sinalizando uma resposta imune 

adaptativa. Já os macrófagos dos controles não evitaram a transição de leveduras 

em hifas e foram parcialmente destruidos, como mostrado em microscopia eletrônica 

de varredura (Figura 4).  

Células fagocíticas aumentam sua capacidade candidacida 

especialmente quando ativadas por citocinas pró-inflamatórias como o IFN-γ, 

produzido por linfócitos CD4+. Lin et al.  (2009) demonstraram que a imunidade 

adaptativa contra infecção por C. albicans requer a produção de IFN-γ  e IL-17 por  

células T CD4+ .  

Com base em estudos realizados, Ashman et al.  (2011) sugerem 

que a apresentação de antígenos de Candida via moléculas MHC de classe 2 ativam 

e diferenciam células T CD4 tanto para o tipo Th1 quanto Th17, o tipo dominante é 

provavelmente determinado por meio das citocinas predominantes . Tendo isto em 

vista, os resultados deste trabalho sugerem que o tratamento com Con-A facilita o 

desencadeamento de respostas Th17 e Th1 via produção de IL-17 e IFN-γ, levando 

a resolução da infecção por C. albicans. 
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CONCLUSÕES 
 

 

 Os isolados utilizados neste estudo demonstraram diferentes comportamentos 

com relação à capacidade de transição para formas filamentosas. As 

espécies C. albicans e C. tropicalis apresentaram maior dimorfismo enquanto 

C. krusei apresentou baixo potencial de transição e a espécie C. glabrata não 

apresentou formas filamentosas. 

 A porcentagem de fagocitose dos macrófagos tratados com PBS não 

apresentou diferença significativa entre os isolados testados exceto para a 

Candida glabrata onde os macrófagos apresentaram maior índice fagocítico. 

 A ativação dos macrófagos com Con-A aumentou a produção de TNF-α, a 

atividade fagocítica e atividade candidacida frente aos isolados testados.  

 Con-A protegeu macrófagos da injúria causada por C. albicans.  

 O tratamento com Con-A propiciou o desencadeamento de respostas Th17 e 

Th1 via produção de IL-17 e IFN-γ que participaram na ativação de 

macrófagos e neutrófilos corroborando com a resolução da infecção. 
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Abstract  
In a previous study, our group verified that 100% of mice survived a lethal dose of Candida 
albicans following pretreatment with concanavalin-A (Con-A) for three days. This work 
proposed to investigate whether treatment could mediate an adaptative immune response 
involving TH17 cells. A significant increase in IL-17 levels at 6h postinfection was observed 
and was maintained up to 18h in the Con-A group, whereas in control mice, a reduction in 
this cytokine was verified. Correlating with IL-17 production, in the Con-A treated group, 
migration of neutrophils began increasing after 6h postinfection, achieving peak counts at 
18h. TGF-β levels increased significantly 2h postinfection in Con-A-treated mice. 
Macrophages were involved in the process, engulfing greater numbers of yeast cells, and were 
activated through TNF-α and interferon-γ produced at significant levels at 2h postinfection. 
Thus, they were probably more capable of killing and processing Candida antigens, 
signalizing an adaptative immune response. Macrophages from controls did not prevent yeast-
to-hyphae transition and were partially destroyed, as shown in scanning microscopy. These 
results suggest that treatment with Con-A facilitated the triggering of  TH17 and TH1 
responses via IL-17 and IFN-γ production, leading to the resolution of C. albicans infection.  
 
 
Keywords: Candida albicans infection. Concanavalin-A. TH17 immune response.   
 

Introduction  

 
Candida albicans is a commensal organism found in the gastrointestinal and 

reproductive mucosa; however, in immunocompromised settings, C. albicans leads to oral and 

oropharyngeal, vulvovaginal, mucocutaneous or disseminated candidiasis (Villar & Dongari-

Bagtzoglou, 2008). C. albicans may cause peritonitis when it reaches the peritoneal cavity 

through iatrogenic inoculation involving contaminated plastic devices and fluids during 

continuous ambulatory peritoneal dialysis (Goldie et al., 1996; Michel et al., 1994; Fourtounas et 

al., 2005). The immune responses to these different forms of disease are quite distinct, revealing 

the complexity of the anatomical basis for host defenses against C. albicans infection.  
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Il-17 has emerged as one of the most important proinflammatory cytokines due 

to its modulation of neutrophil-mediated responses and its role in the protection of mucosas by 

inducing an increase in defensins from intestinal epithelial cells (Huang et al., 2004; Rehaume et 

al., 2009). Very little is known regarding the pathways regulating IL-17 when encountering 

pathogenic microorganisms, because only artificial conditions, such as inducing TH17 

proliferation with anti-CD3/anti-CD28, have been used. A recent work identified mannose 

receptors as the most important pathway for IL-17 induction and TlR2/dectin-1 as having a 

secondary amplification effect on mannose receptor-induced IL17 production in response to C. 

albicans (van de Veerdonk et al., 2009).   

Previously, our group reported that treatment with concanavalin-A for three 

days protected 100% of mice against lethal inoculum of C. albicans by increasing the expression 

and activity of mannose receptors on peritoneal macrophages, which produced significantly more 

TNF-α and were more able to kill C. albicans in vitro or over the course of infection with 

Candida compared to the control group (Conchon-Costa et al., 2007; Geraldino et al., 2010). This 

study tested the hypothesis that greater expression and activity of mannose receptors on peritoneal 

macrophages from mice pretreated with concanavalin-A could facilitate the activation of TH17 

subset over the course of infection by C. albicans.  

 

Material and methods  
 
Candida albicans culture  
 

Candida albicans strain CR15 was isolated from the oral mucosa of a HIV+ 

patient at the university hospital and maintained on Sabouraud dextrose agar; the isolate was 

used after two serial animal passages. C. albicans blastoconidia were obtained by growth in 

Sabouraud dextrose broth for 24 h at 28˚C, were washed with phosphate-buffered saline 

(PBS) and resuspended at 10
7
 blastoconidia ml

-1 
RPMI 1640 (Sigma/ Aldrich, USA).  

 

Treatment and infection of mice  

 
Subgroups of 5 male Swiss mice, each weighing 28-32g and aged 4 to 6 

weeks-old, received 250µg concanavalin-A (Sigma) (Con-A) ml
-1 

PBS intraperitoneally (i.p.) 

or PBS alone and three days later were infected (i.p.) with C. albicans CR15 (10
7 

ml 
–1

RPMI). 

One group of 5 noninfected mice was used as control.  
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Ex-vivo assays  
 

Mice that received pretreatment with Con-A or PBS were infected with C. 

albicans and sacrificed after 30 min, 2, 6, 18 and 24 h and their peritoneal exudates were 

collected with 2ml RPMI 1640 medium (Sigma) pH 7.0 with 140 µg gentamicin. Samples of 

50 µl or 100 µl were plated in Sabouraud dextrose agar (Difco) for all the time points studied 

and the number of CFUs was determined after incubation for 24 h at 37˚C. For analysis of 

cytokines, the supernatants were collected by centrifugation (3000rpm x 4 min at 4˚C) and the 

peritoneal exudate cells were resuspended in 1ml RPMI medium pH 7.0 supplemented with 

5% inactivated fetal calf serum (FCS) plus 70µg gentamicin ml
-1 

.  

 
Evaluation of peritoneal phagocytic cells  
 

The peritoneal exudate cells collected following infection were adhered in 

coverslips (0.2ml/coverslip) for 30 min at 37˚C. The following tests were applied to the cells: 

(1) staining by May-Grunwald-Giemsa (Merck, Germany) and analysis by light microscopy 

to evaluate the populations of macrophages and neutrophils, percentage of phagocytosing 

cells by counting 20 fields; (2) staining with propidium iodide plus 6-carboxyfluorescein 

diacetate (6-CFDA) (Sigma) to evaluate the presence of necrotic and viable cells, as described 

by Gasparoto et al. (2004). Analysis of fluorescent labeling was performed in a fluorescent 

microscope (Zeiss) and photographed (blue-violet irradiation: BG-38 and BG12 excitation 

filters and 530-barrier filter); and (3) the cells were fixed in 2.5% glutaraldehyde (Merck) 

buffered with phosphate 0.1M for 2 h at room temperature followed by postfixation in 

osmium tetroxide 1% for 1 h. Following dehydrated in ethanol, the samples were dried by the 

critical-point method, coated with a thin layer of gold and examined in a scanning microscopy 

(Shimadzu 550 SS) after 2 h of phagocytic assays in vitro.  

 

Cytokines assays  
 

Supernatants were collected after centrifugation of peritoneal exudates 

obtained from each mouse from all the experimental groups and submitted to capture ELISA 

(eBioscience, San Diego, CA, USA) to determine the concentrations of IL-17, TGF-β, IFN-γ 

and TNF-α. Cytokines assays were performed according to the manufacturer’s instructions.   
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Statistical analysis  
 

The differences between groups were analyzed by the Student t-test. P<0.05 

was considered statistically significant.  

 
Results and discussion  
 

Previously our group verified significant expression and activity of mannose 

receptors on macrophages from mice pretreated with Con-A for three days (Geraldino et al., 

2010). Con-A-activated cells were able to destroy 70% of the C. albicans CR15 inoculum during 

1 h of coincubation. In this study, we proposed that this pathway of phagocytosis could be 

mediating an adaptative immune response involving TH17 cells over the course of mice infection 

with Candida. Figure 1 shows a significant increase in IL-17 concentrations at 6 h postinfection 

that was maintained up to 18 h. In the control group, the mice were pretreated with saline (PBS) 

and few macrophages expressed mannose receptors, phagocytosis was lower compared to Con-A-

activated macrophages and only 30% of C. albicans added to phagocytic assays were destroyed 

(Geraldino et al 2010). In this study, analysis verified that the levels of IL-17 were significantly 

reduced over the course of infection compared to mice pretreated with Con-A (Fig. 1). For first 

time, this study demonstrated that mannose receptors could signalize the differentiation of TH 17 

cells with IL-17 production on the course of Candida infection in mice pretreated with Con-A. 

These results corroborate data obtained by van de Veerdonk et al. (2009), who affirmed that 

mannose receptors on human macrophages are considered the most important pathway of Il-17 

induction.  

Although numerous studies have focused on the pathological aspects of IL-

17 producing cells in autoimmune diseases, their role in protective antimicrobial immunity 

has also been increasingly recognized. Thus, our interest was to investigate whether the 

cytokine TGF-β could be modulating the activity of TH17 cells. Figure 2 shows basal levels of 

TGF-β in both groups; however, the levels of this cytokine was significantly higher in 

noninfected mice pretreated with Con-A and present a significant increase 2 h postinfection, 

suggesting a trigger for TH17 differentiation. Corroborating these results, Mangan et al. 

(2006) demonstrated that TGF-β acted to promote a substantial increase in TH17+cells 

independent of IL-23 in an experimental model under IFN-γ-null conditions; furthermore, the 

development of TH17 cells is impaired in TGF-β1-deficient mice. Additionally, Veldhoen et 

al. (2006) verified that presence of IL-6 and TGF-β subverts Th1 and Th2 differentiation for 

the generation of IL-17-producing T cells.   
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TH17 cells were considered to be protective against candidiasis since defective 

neutrophil recruitment was associated with the susceptibility of mice with IL-17R genetic 

deficiency to disseminated candidiasis (Huang et al., 2004). According to Kolls & Dubin (2008) 

IL-17 plays important role in neutrophil recruitment and granulopoiesis. In this study, the 

migration of neutrophils during infection was evaluated. The population of neutrophils was 

significantly increased at 6 h postinfection, particularly in the group pretreated with Con-A, and 

was maintained for 18 to 24 h (Fig. 3A), correlating with a increase significant in IL-17 levels. As 

expected, antimicrobial response by neutrophils caused a reduction in CFUs in the peritoneal 

cavity (Fig 4), because according to Zelante et al. (2009), besides inducing their recruitment, Il-17 

is also associated with their activation.   

Figure 3B predominantly shows macrophages in both groups of mice pretreated 

with Con-A or PBS before infection. Note that under these conditions, the group pretreated with 

Con-A presented macrophages counts two-fold higher compared to the control group. The 

population of macrophages was partially destroyed, particularly in control mice, in the early phase 

of infection; however, new cells migrated to the peritoneal cavity during the infection with C. 

albicans (Fig. 3B). Analysis of macrophages at 2 h postinfection after staining with propidium 

iodide plus 6-CFDA shows high viability for Con-A-activated macrophages and greater spreading 

compared to control macrophages (data not shown). Images from scanning microscopy show that 

these activated-Con-A macrophages engulf greater numbers of yeast cells and remain spread over 

the glass surface, while the macrophages from controls did not prevent yeast-to-hyphae transition 

and were partially destroyed (Fig.5).  

Analyzing the levels of IFN-γ, probably produced by Th1 cells from the 

peritoneal cavity, a significant increase was verified between 2 and 18 h in mice pretreated with 

Con-A, but not in control mice (Fig 6A). Observation also verified that TNF-α production was 

increased significantly during the initial phase of infection providing autocrine activation for Con-

A-activated-macrophages (Fig. 6B), as well as IFN-γ.  

According to Ashman et al. (2010), both the innate and adaptative components 

of the immune system work cooperatively to provide an effective defense against the invading 

fungus. This study verified that the initial contact of phagocytic cells with C. albicans is 

determinant regarding the immune response, since the yeast cells could be engulfed through 

mannose receptors and activate the respiratory burst and cytokine release, as described in this 

work for the Con-A group. Differentiation to either a TH1 type or a TH17 type cell was evident 

due to the significant increases in both IFN-γ and IL-17 levels, cytokines that increased the 

candidacidal activity of macrophages and neutrophils.  
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Legends  

Figure 1 –  Effect of pretreatment with concanavalin-A on IL-17 production over the course 

of C. albicans infection. Mice were pretreated with Con-A (open bars) or PBS 

(closed bars) for 3 days before inoculation i.p. with 10
7 

C. albicans. The results 

from noninfected mice are shown in C.  The supernatants from peritoneal 

exudates were collected and IL-17 was determined by ELISA. Statistically 

significant at *P <0.05 for Con-A versus PBS group.  

Figure 2 –  TGF-β production over the course of infection with C. albicans. Mice pretreated 

with Con-A (open bars) or PBS (closed bars) for 3 days were inoculated with 10
7 

C. albicans. The amount TGF-β in the supernatants from peritoneal exudates was 

determined by capture ELISA. Assays were performed in duplicate and the results 

represent the mean ± SEM of 5 independent experiments. *P< 0.05 Con-A versus 

PBS group.  

Figure3 –  Populations of phagocytic cells in the peritoneal exudate over the course of 

infection.Mice were pretreated with Con-A (open bars) or PBS (closed bars) for 3 

days before inoculation i.p. with 10
7 

C. albicans. The results represent the means 

values ± SEM for 5 experiments. Statistically significant at *P< 0.05 compared to 

noninfected mice (C).  

Figure 4 –  Effect of Con-A on the recovery of Candida albicans from peritoneal cavity. 

Mice were pretreated with Con-A (open bars) or PBS (closed bars) for 3 days 

before inoculation i.p. with 10
7 

C. albicans. The results are reported as the mean 

of CFUs ± SEM per ml of peritoneal exudates from 5 experiments. Statistically 

significant at *P<0.05 for Con-A versus PBS group.   

Figure 5 –  Contrasting features of peritoneal macrophages from mice pretreated with PBS for 

3 days (A); or Con-A (B); PBS-macrophages infected with C. albicans (C); Con-

Aactivated macrophages infected with C. albicans (D).   

Figure 6 –  Effect of Con-A on IFN-γ and TNF-α production over C. albicans infection. Mice 

pretreated with Con-A (open bars) or PBS (closed bars) for 3 days were 

inoculated with 10
7 

C. albicans. The amount of IFN-γ (A) and TNF-α (B) in the 

supernatants from peritoneal exudates was determined by capture ELISA. Assays 

were performed in duplicate and the results represent the mean ± SEM of 5 

independent experiments. *P< 0.05 Con-A versus PBS group.  
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Figure 1 –  Effect of pretreatment with concanavalinA on IL17 production over the course of C. 
albicans infection. Mice were pretreated with ConA (open bars) or PBS (closed bars) for 
3 days before inoculation i.p. with 107 C. albicans. The results from noninfected mice are 
shown in C. The supernatants from peritoneal exudates were collected and IL17 was 
determined by ELISA. Statistically significant at *P <0.05 for ConA versus PBS group.  

 

 

Figure 2 –  TGFβ production over the course of infection with C. albicans. Mice pretreated with 
ConA (open bars) or PBS (closed bars) for 3 days were inoculated with 107 C. albicans. 
The amount TGFβ in the supernatants from peritoneal exudates was determined by 
capture ELISA. Assays were performed in duplicate and the results represent the mean 
± SEM of 5 independent experiments. *P< 0.05 ConA versus PBS group.  
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Figure3 –  Populations of phagocytic cells in the peritoneal exudate over the course of infection. Mice 
were pretreated with ConA (open bars) or PBS (closed bars) for 3 days before inoculation 
i.p. with 107 C. albicans. The results represent the means values ± SEM for 5 experiments. 
Statistically significant at *P< 0.05 compared to noninfected mice (C).  
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Figure 4 –  Effect of Con-A on the recovery of Candida albicans from peritoneal cavity. Mice were 

pretreated with Con-A (open bars) or PBS (closed bars) for 3 days before inoculation i.p. 

with 10
7 

C. albicans. The results are reported as the mean of CFUs ± SEM per ml of 
peritoneal exudates from 5 experiments. Statistically significant at *P<0.05 for Con-A 
versus PBS group.   

 
 

 

Figure 5 –  Contrasting features of peritoneal macrophages from mice pretreated with PBS for 3 days 
(A); or ConA (B); PBSmacrophages infected with C. albicans (C); ConAactivated 
macrophages infected with C. albicans (D).  

 



88 
 

 
Figure 6 –  Effect of ConA on IFNγ and TNFα production over C. albicans infection. Mice pretreated 

with ConA (open bars) or PBS (closed bars) for 3 days were inoculated with 107 C. 
albicans. The amount of IFNγ (A) and TNFα (B) in the supernatants from peritoneal 
exudates was determined by capture ELISA. Assays were performed in duplicate and the 
results represent the mean ± SEM of 5 independent experiments. *P< 0.05 ConA versus 
PBS group.  

 


