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RESUMO

Candida albicans causa infec¢cdes desde mucocutaneas a sistémicas, dependendo das
condi¢cBes imunoldgicas do hospedeiro. Varios fatores de viruléncia contribuem para a
patogenicidade, como as aspartil proteinases e fosfolipases, as quais degradam
queratina, colageno, lactoferrina, imunoglobulinas, componentes do complemento, além
de membranas celulares, possibilitando sua disseminagao e colonizagédo. As adesinas
sdo essenciais por permitirem a aderéncia a células epiteliais e endoteliais e a
morfogénese que consiste na transicdo reversivel entre leveduras e formas
filamentosas. Macrofagos e neutrofilos sdo extremamente importantes na defesa nao
especifica, mas a sinalizagcdo de ativagdo ou desativacdo dos mecanismos fungicidas
sao mediadas por células Thl e Th2 dependentes da reposta imune do hospedeiro. Os
mecanismos através dos quais C. albicans é reconhecida pelas células imunes e como
é ativada a defesa do hospedeiro ndo sdo completamente elucidadas. Neste estudo,
avaliamos o efeito da Concanavalina-A (Con-A) na eliminacdo de C. albicans em
camundongos infectados e a producao da citocina pro-inflamatéria TNF-a. Grupos de 5
animais foram pré-tratados com Con-A (250 ug/ml PBS) e apdés 96 horas foram
infectados intraperitonealmente com 107 células de C. albicans CR15 (um isolado de
paciente HIV+); 30 minutos, 2, 6, 24, 72 horas apdés a infeccdo os camundongos foram
mortos. A fagocitose de C. albicans por macrofagos peritoneais foi maior 30 minutos
apos a infeccdo nos camundongos prétratados com Con A. O figado apresentou o
maior numero de unidades formadoras de col6nia, e este numero foi reduzido pelo
tratamento com Con-A. Animais controle infectados com C. albicans apresentaram
significante aumento de alanina aminotrasnferase plasmatica, o que nao foi observado
em amundongos pré-tratados com Con-A. Apoés duas horas de infec¢do a producéo de
TNF-o no figado de animais pré-tratados com Con-A foi significativamente aumentada.
Estes resultados sugerem que uma unica dose de Con-A causou uma acao moduladora
benéfica na resposta inflamatoria durante a infeccédo com C. albicans.



ABSTRACT

Candida albicans causes several diseases, ranging from mucocutaneous to systemic
infection. Various virulence factors contribute to pathogenesis; for example aspartyl
proteases and phospholipases play an essential early role in C. albicans dissemination
and enhance its ability to colonize deep organs. The adhesins allow adherence to
epithelial and endothelial cells, and morphogenesis consists of reversible transitions
between unicellular yeast cells and the filamentous growth forms. Macrophages and
neutrophils are extremely important in nonspecific defences, but signals activating or
deactivating fungicidal mechanisms, which are respectively mediated by Thl or Th2
cells; are host-dependent immune response. The mechanisms through which Candida
albicans is recognized by immune cells and how it triggers host defence are not
completely understood. In this study, we evaluated the effect of Concanavalin-A on the
clearance of C. albicans by infected mice and their production of proinflammatory
cytokine tumor necrosis factor-a (TNF-a). Subgroups of 5 animals were pretreated with
Con-A (250 mg mL-1 PBS) and after 96 h were infected intraperitoneally with 107 cells
of C. albicans CR15 (an isolate from a HIV+ person); 30 min, 2, 6, 24 or 72 h after
infection the mice were sacrificed. Phagocytosis of C. albicans by peritoneal
macrophages increased 30 min after infection in mice pretreated with Con-A. The liver
presented the greatest number of CFUs, and this number was reduced by pretreatment
with Con-A. Control animals infected with C. albicans presented a significant increase in
plasmatic alanine aminotransferase, which was not observed in mice treated with Con-
A. Two hours after infection the production of TNF-a in the liver of mice pretreated with
Con-A was significantly increased. These results suggest that a single dose of Con-A
caused a beneficial modulating action of the inflammatory response during infection with
C. albicans.
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1. INTRODUCAO
1.1. Candida albicans e Candidiase

C. albicans é um fungo que pertence ao filo Ascomycota, ordem
Saccharomycetales (KURTZMAN & FELL, 1998), dipléide (JONES e cols.,
2004) com genoma nuclear contendo aproximadamente 1,6 x 10" pb
distribuidos em oito cromossomos com tamanho variando entre 1,03 e 4,3 Mb
(de BACKER et al., 2000).

Esse fungo é dimorfico, apresenta-se com forma de levedura unicelular,
denominada blastésporos ou blastoconidios; hifas verdadeiras; pseudohifas e
clamidésporos (ou clamidoconideos). As diferentes formas dependem de
diferentes condigbes ambientais (MOLERO et al., 1998). O dimorfismo é
disparado em resposta a certas condigbes do ambiente, como temperatura, pH,
disponibilidade de soro, privagdo nutricional, altas concentragdes de fosfato
(KOBAYASHI & CUTLER, 1998; SUDBERY et al., 2004).

A capacidade de mudanga entre as diferentes formas esta relacionada a
viruléncia. As formas hifa e pseudohifa sdo invasivas, e esta propriedade pode
promover a penetracao tecidual durante os estagios de infeccado, enquanto a
forma de levedura estda mais adaptada para disseminagdo na corrente
sanguinea, a forma filamentosa esta mais relacionada com a colonizacéo de
orgaos (SUDBERY et al., 2004).

Em individuos assintomaticos, este fungo pode ser encontrado em
superficies cutaneas e mucosas como comensal, constituindo um membro da
microbiota normal e dependendo do método da coleta e os locais pesquisados,
pode ser detectado em aproximadamente 70% da populacdo saudavel
(RUHNKE & MASCHMEYER 2002).

A colonizagao por C. albicans comec¢a no periodo pés-natal e com base
em estudos feitos com méaes de recém nascidos, estes sdo colonizados por
cepas de origem materna. Mais de 60% dos individuos saudaveis albergam
este fungo, que é isolado tanto da cavidade oral como do es6fago e do trato
gastrintestinal. A relacdo de comensal €& dependente da manutencdo da
integridade do tecido do hospedeiro, da microbiota normal assim como do

sistema imune intacto. Assim, poucos individuos saudaveis desenvolvem sinais



clinicos da doenca, que depende de uma mudanga no ambiente que finalmente
determinara se o fungo permanecera como comensal ou sofrera proliferacéo
para invadir os tecidos e causar candidiase (MATHEWS & WITEK-JANUSEK,
2002).

Durante muitos anos, era incerto se os sintomas da candidiase eram
devido a um agente infeccioso ou uma condi¢ao inata humana. Esta duvida foi
resolvida em 1840, quando lesbes orais associadas com “thrush” foram
atribuidas ao fungo. Apdés muitos anos de confusédo taxonémica, em 1923 um
esquema de classificagao foi proposto, sendo esse fungo denominado Candida
albicans. O nome deriva de toga candida, uma expressao em latim para a toga
branca que identificava os candidatos para o Senado Romano, e albicans uma
forma gramatical da cor branca (JOHNSON, 2003).

A incidéncia de candidiase tem aumentado nos ultimos anos e C.
albicans tem se tornado um significante patégeno nosocomial, podendo ser
responsavel por uma variedade de quadros clinicos, desde infeccbes
superficiais de mucosa, como candidiase vulvovaginal (CVV) e orofaringea
(COF), até infeccdes sistémicas com disseminagao para érgéos parenquimais.
Além disso, C. albicans pode causar peritonite por inoculagéo iatrogénica com
dispositivos plasticos contaminados durante dialise peritoneal em ambulatérios
(CENCI et al., 1995).

O consideravel aumento de infecgcdes por Candida nas ultimas décadas,
€ certamente ligado a utilizagdo de drogas imunossupressoras, tais como
corticosterdides e drogas citotdxicas, aplicadas em pacientes leucémicos,
portadores de linfoma ou outros tumores, assim como uso prolongado e
indiscriminado de antimicrobianos de amplo espectro e utilizacdo de técnicas
invasivas, como catéteres, que abrem brechas para a invasdo do fungo
(SENET, 1997, COLOMBO et al., 2000). C. albicans é a quarta causa de
infecgbes nosocomial nos Estados Unidos e em outros locais do mundo com
mortalidade atribuida de 35% (CALDERONE & FONZI 2001).

Frequentemente, o tipo de infecgdo por Candida sp esta relacionado
com uma deficiéncia especifica nas defesas do hospedeiro. Assim, a infeccao
de mucosa geralmente estd associada com a deficiéncia da imunidade
mediada por célula T, enquanto a infeccéo sistémica € comum em pacientes
neutropénicos (GREENFIELD, 1992).



Doencas que causam imunossupressao, como a AIDS podem levar a
manifestacdo de candidiase, principalmente a orofaringea (KLEIN et al., 1984).
Segundo Fidel (1999), candidiase orofaringea ocorre em aproximadamente
70% dos pacientes com AIDS.

A candidiase vulvovaginal estd entre os principais problemas
ginecologicos que afetam mulheres em idade reprodutiva (ADAD, et al., 2001).
Estima-se que uma porcentagem significativa de mulheres adultas apresente
pelo menos um episdédio de candidiase vulvovaginal em sua vida sendo que
destas, 40 a 50% vivenciardo novos surtos e 5% atingem o carater recorrente,
ou seja, trés ou mais episoddios anuais de vaginite por Candida sp, (FIDEL &
SOBEL, 1996), destes, 80 a 90% s&o devido a C. albicans. Os demais casos
de 10 a 20% s&o devido a outras espécies constituindo o grupo de Candida
ndo albicans (SOBEL, 1993). Por outro lado, estudos mostraram que 20-25%
de mulheres saudaveis e totalmente assintomaticas apresentam culturas
positivas para fungos na secrecdo vaginal (SOBEL, 1990), o mesmo foi
verificado no sul do Brasil por Ferrazza et al., 2005, os autores verificaram
positividade de 24% para Candida spp em mulheres, sendo C. albicans a
espécie mais prevalente.

Entre as infecgdes invasivas causadas por espécies deste género, vale
salientar a relevancia clinica dos casos de infecgdo de corrente sanguinea,
complicagdo conhecida como candidemia ou candidiase hematogénica
(COLOMBO E GUIMARAES, 2003) A ocorréncia de casos de candidemia em
hospitais terciarios aumentou muito nas ultimas décadas. Nos Estados Unidos,
segundo dados obtidos por Pfaller et al., (1998), 8% dos 4.725 episddios de
infeccdo de corrente sanguinea documentada naquelas instituicbes eram
decorrentes de Candida spp, sendo considerada a quarta principal causa de
infeccao de corrente sanguinea em hospitais terciarios americanos, a razao de
infecgbes sanguineas por esse patdégeno tem aumentado 487% nesta década.

Segundo Jarvis (1995), entre janeiro de 1980 a abril de 1990, foram
reportados 27.200 infecgdes fungicas nosocomiais em 180 hospitais
participantes do Sistema Americano Nacional de Infecgdes Nosocomial
Survellance (NNSS), sendo C. albicans responsavel por 72,1% dos casos.

No Brasil, Colombo et al., (2006), realizaram pesquisa de candidemia

em 11 centros médicos em 9 cidades do Brasil de margco de 2003 a dezembro



de 2004, detectaram 712 casos, sendo C. albicans a espécie mais comum
(40,9%), seguida por C. tropicalis (20,9%) e C. parapsilosis (20,5%).

A infecgdo por C. albicans pode ocorrer por via endogena, sendo seu
reservatorio o trato gastrintestinal, mas também pode ser adquirida por via
exdgena, através do contato com individuos colonizados, por implantes de
proteses, sondas, drenos e catéteres e por administragcdo parenteral de
solugdes contaminadas (LACAZ, 2002).

Um agravante na utilizacdo destes dispositivos € a capacidade de C.
albicans formar biofilme e resultar em infecgbes refratarias a terapia
antifangica. A mortalidade nas infecgdes por C. albicans associada a
aparelhos médicos € aproximadamente de 30% (KUMAMOTO & VINCES,
2005).

As infeccbes causadas por C. albicans podem ser divididas em duas
classes principais: candidiase superficial (cutdneo-mucosa) e candidiase
sistémica (SIDRIM, 1999)

A candidiase de mucosas, frequentes na cavidade oral (orofaringe —
“sapinho” e es6fago — esofagite) e vaginal, caracteriza-se pela presenca de
placas pseudomembranosas (coldnias visiveis do fungo) pontuais ou
confluentes, eritema (colbnias nao visiveis). Ainda podem ocorrer queilite
angular, e na vagina, prurido e corrimento (van BURIK & MAGEE, 2001).

A candidiase oral pode ser classificada em quatro tipos clinicos distintos
de acordo com Sidrim (1999):

1. Candidiase pseudomembranosa: € a manifestacao classica e mais
comum de acometimento por leveduras na cavidade oral. As lesdes
conhecidas no Brasil como “sapinho”, caracterizada pela presenca
de placas esbranquicadas, facilmente removidas, na mucosa oral e
lingua, quando removida por raspagem deixa uma mucosa
eritematosa a vista, sendo conhecida como “thrush”. Ocorre com
frequéncia em criancas e adultos debilitados, como aqueles que
possuem leucemia, linfoma, e, as vezes, em diabéticos e portadores
de doencas malignas. Outros fatores também predispéem ao
problema tais como: antibidticos, corticosteroide e drogas
imunossupressoras.

2. Candidiase atrdfica aguda: lesdo secundaria a um quadro de



candidiase pseudomembranosa. E o Unico tipo de candidiase oral
dolorosa, apresentando uma lingua lisa e eritematosa, presencga de
queilite angular, e poucas vezes, labios e bochechas inflamadas.
Esta geralmente associada & antibioticoterapia de amplo espectro. E
também conhecido como “antibiotic tongue”.

3. Candidiase atrofica crbnica: conhecida como “estomatite por
prétese” pela ocorréncia de um eritema difuso na mucosa do palato
e ser recoberta pela préotese total. Neste caso a protese predispde a
proliferagcdo do fungo. Normalmente € indolor e estd associado a
queilite angular. Pode-se apresentar com sintomatologia atenuada
progressiva e evolui para um estado croénico.

4. Candidiase crbnica hiperplasica: a doenca leva ao aparecimento de
manchas brancas, firmes e persistentes, que ndo podem ser
raspadas e normalmente afetam a lingua, bochechas e labios,
evidenciando-se um contorno eritematoso das placas. Este tipo de
lesdo pode persistir durante anos e é resistente ao tratamento
antimicotico. E também conhecida como candidiase leucoplasica.

As infecgbes cutdneas geralmente sao precedidas por traumas na pele
ou em regides umidas e quentes do corpo, tais como axilas, virilha, “dobras”
inframamarias e intergluteas (candidiase intertriginosa). Nas regides
interdigitais, a frequéncia de candidiase geralmente esta associada a repetidas
imersbes em agua, como ocorre com as lavadeiras e nadadores. A infecgao
de unhas (onicomicose), em geral, é indolor e apresenta um inchago ao redor
das mesmas (MITCHELL, 1998).

A candidiase sistémica ou visceral pode localizar-se em um 6rgao ou
disseminar-se. Suas manifestagdes clinicas sdo bastante variaveis e em geral
especificas. Assim, podemos encontrar quadros com sintomatologia cardiaca,
digestiva, respiratoria, hepatica, cecal, urinaria, ocular e do sistema nervoso
central. Os fatores predisponentes relacionados ao hospedeiro nesse tipo de
disseminagao sao os seguintes: portadores de doengas que comprometam o
sistema imune, idosos, ruptura de barreiras mecanicas. Os fatores
relacionados aos microrganismos sao: presenca de cepas com alto poder de
adesdo, producao de pseudo-hifas e pseudomicélio, producdo de enzimas
proteoliticas (SIDRIM 1999).



1.2. Fatores de viruléncia de C. albicans

Microrganismos oportunistas podem manter uma relagdo comensal e
patogénica com seu hospedeiro. Para o estabelecimento da infec¢do, sinais
especificos presentes no hospedeiro sdo reconhecidos pelo microrganismo e
estes podem estar ausentes durante o estado comensal. Em resposta a essas
diferencas, o microrganismo pode expressar genes que codificam os fatores
de viruléncia somente durante a infecgdo. Além disso, esses genes podem
ser diferencialmente expressos dependendo da fase e do tipo de processo
infeccioso (HUBE, 2004).

Antes de discutir os fatores de viruléncia deste microrganismo, é
importante observar a versatilidade deste fungo como patégeno. Um
componente muito importante desta versatilidade é sua capacidade em
sobreviver como um comensal em diferentes locais, cada qual com sua
propria pressdo. Esta capacidade permite que o espectro de doencgas
causadas por este fungo exceda a maioria dos outros microrganismos
comensais (CALDERONI & FONZI, 2001).

Embora a maioria das infecgdes por Candida spp ocorra em resposta a
alteragoes fisioldgicas que afetam, principalmente, os sistemas de defesa do
hospedeiro (FERNANDES & MACHADO, 1996; WEIG et al., 1998), o
microrganismo expressa varios fatores de viruléncia envolvidos na
patogénese, possibilitando que esse fungo mude da fase de comensal para a
patogénica. Um desses fatores é a parede celular que confere protecao contra
lise osmatica e fisica, medeia a interagao inicial entre 0 microrganismo e o
hospedeiro. Outro fator de viruléncia é a producdo de enzimas hidroliticas
(proteases, fosfolipases e lipases), e ainda a capacidade de transigao das
formas de levedura para hifas além de alteragdo fenotipica da colbnia
(switching fenotipico) (CUTLER, 1991).

Varios estudos in vivo com C. albicans mutantes deletados em genes
especificos de viruléncia tem mostrado que nenhum fator de viruléncia unico
pode ser identificado como um determinante dominante na patogénese do
fungo, é geralmente aceito que a viruléncia € um evento multifatorial
governado pela capacidade do microrganismo se adaptar com eficiéncia a
mudang¢as ambientais e finalmente coordenar a expresséo de varios genes de
viruléncia (CALDERONI & FONZI, 2001).



A parede celular de C. albicans é uma estrutura complexa, responsavel
pela manutencdo da forma celular, gradiente osmodtico e regulacdo da
permeabilidade. E formada por varias camadas, e seu peso seco compde-se
de 47-60% de beta glucanas (B1-3; B1-6) e 10% de quitina, imersas em matriz
amorfa de polimeros de manose, as mananas (~40% do peso seco),
associadas covalentemente a proteinas em ligagdes N e O glicosidicas. Além
disso, as paredes celulares contem proteinas (6 a 25%) e uma porcentagem de
lipidios (1 a 7%) (CANNON & CHAFFIN, 1999).

As manoproteinas constituem componente imunodominante presente na
parede celular, determinam as propriedades da superficie celular e tém sido
associadas a aderéncia, modulacdo e supressao da resposta imune celular
(KAPTEYN et al., 2000). B-glucanas soluveis obtidas de C. albicans induziram
baixa producéo de interleucina 6 (IL-6) por células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) em comparagdo com a produgdo estimulada por
endotoxinas. Células mononucleares do sangue periférico estimuladas por
anticorpos anti-CD3 e anti-CD28 tiveram a producao de interleucina 2 (IL-2) e
interferon-y (IFN-y) significativamente diminuida na presenca de p-glucanas
soluveis, indicando um papel imunossupressor deste componente de parede do
fungo (NAKAGAWA et. al., 2003). Segundo Miyakawa et al. (1992),
oligossacarideos presentes na parede celular de C. albicans permitem sua
ligacao as células epiteliais e macréfagos no bago e nédulos linfaticos.

A aderéncia as células do hospedeiro € um pré-requisito para a
colonizagdo e um passo essencial no estabelecimento de infec¢des, envolve a
combinagdo de mecanismos especificos (adesinas) e nédo especificos como
forcas eletrostaticas, agregacao e hidrofobicidade (CANNON & CHAFFIN,
1999; COTTER & KAVANAGH, 2000). De acordo com Masuoka et al. (1999),
leveduras com caracteristicas mais hidrofobicas aderem-se com mais facilidade
as células epiteliais, proteinas da matriz extracelular e plasticos, e sdo mais
resistentes a fagocitose. A fragao protéica das manoproteinas, provavelmente,
determina o padrao de hidrofobicidade da parede celular, como demonstrado
em estudos com anticorpos. As formas filamentosas de C. albicans tém a
superficie mais hidrofobica que as leveduriformes.

Moléculas protéicas que se ligam a receptores de complemento tipo 3

(“CR3-binding protein”) presentes na superficie celular de C. albicans



reconhecem a sequéncia RGD (L-arginina-Lglicina-L-acido aspartico) de varias
proteinas de mamiferos, tais como laminina e ic3b (CALDERONE & BRAUN,
1991). A importancia biologica da ligagao de iC3b na superficie celular do fungo
ainda é desconhecida. Entretanto, ocorre redugédo da fagocitose de células de
C. albicans recobertas com essa molécula (PENDRAK & KLOTZ, 1995).

A capacidade de C. albicans diferenciar rapidamente e reversivelmente
entre levedura e forma filamentosa interfere na patogenicidade (GANTNER et
al., 2005) sendo que o crescimento filamentoso traz vantagens durante a
interagdo com o sistema imune de mamiferos (SAVILLE et al., 2003;
CALDERONE & FONZI, 2001). Cepas mutantes incapazes de formar hifas sao,
no geral, avirulentas em modelos experimentais de candidiase mucosa ou
disseminada (GOW et al., 2002)

A diferenciagdo celular da forma leveduriforme para filamentosa
(dimorfismo) de C. albicans pode ser induzida in vitro. Até o momento, nenhum
fator especifico indutor da diferenciagao celular foi identificado. Alguns fatores
ambientais podem favorecer a filamentacido em C. albicans: temperatura entre
37 a 40 °C; pH ao redor de 7,0, células na fase estacionaria de crescimento
(AHRENS et al., 1983), meio de cultura suplementado com 10 mM de AMPc
(BAHN & SUNDSTROM, 2001) e algumas substancias quimicas como N-acetil-
D-glucosamina (CHO et al., 1994), aminoacidos, biotina, compostos sulfidrilas,
grupo heme, zinco e o soro. E ainda, altas concentragées de fosfato (superior a
600 mM) induzem o desenvolvimento de pseudohifas, que sdo observadas em
baixa frequéncia em culturas “in vitro” (HORNBY, et al., 2004).

Estudos in vitro tém demonstrado que cepas de C. albicans capazes de
formar hifa escapam do macréfago, enquanto cepas incapazes de realizar esta
mudanc¢a de forma permanecem dentro do macréfago (de BERNARDIS et al.,
1993; LO et al., 1997). Blasi et al., (1995) demonstraram que as formas de
levedura e hifa de C. albicans diferem em sua suscetibilidade a atividade
proteolitica dos macrofagos, os autores mostraram que apds o contato com
macrofagos as leveduras, mas nao as hifas, modificavam profundamente os
componentes de sua parede celular, com substancial redugdo ou
desaparecimento de muitas proteinas.

Tavanti et al., (2006) demonstraram que isolados de C. albicans da

cavidade oral de pacientes saudaveis e HIV+ apresentavam diferenga na



resisténcia a morte intracelular e na capacidade de se replicar dentro dos
macrofagos. O isolado denominado cariétipo C era mais resistente, e quando
analisado ao microscopio esse isolado apresentava-se predominantemente
como hifas dentro dos macréfagos enquanto que o caridtipo B,
predominantemente blastoconidio. Embora ndo seja razoavel que a
morfogénese por si sO possa ser responsavel pela resisténcia a morte
intracelular do cariétipo C, evidencias suportam que um fator chave para a
rapida adaptacédo de C. albicans sobreviver e crescer dentro dos macréfagos
estd situado no sistema desenvolvido por este microrganismo de transigcéao
blastoconidio/hifa.

Além da transicdo levedura-hifa, C. albicans € capaz de sofrer um tipo de
mudanga morfolégica denominada switching fenotipico, facilmente visualizado
através da morfologia da coldnia. Esse fenbmeno ocorre estatisticamente em
baixa frequéncia e € hereditaria (SOLL, 1992). Pomes et al., (1985)
demonstraram que baixas doses de luz U.V. resultavam em switching de
fendtipos de coldnias lisas para rugosa e vice versa em altas frequéncias.
Slutsky et. al.,, (1985) utilizando uma amostra padrdo de laboratério
denominada 3152A estendeu essas observagdes e observou que esse sistema
pode formar até sete tipos diferentes de colénias, com predominio das lisas.

O sistema white-opaque € o mais estudado. A amostra WO-1, isolada do
sangue de paciente com infecgdo sistémica, e o fendtipo da colbnia altera-se
reversivelmente entre branca lisa e opaca rugosa em uma freqiiéncia de 107
(SLUTSKY et al., 1987). Varias diferengas existem entre esses 2 tipos de
colénia: as células da fase branca sdao mais arredondadas ou elipsdides
enquanto as da fase opaca s&o alongadas, em forma de feijdo e o brotamento
ocorre de forma angular em um dos pélos ou as vezes € bipolar. A superficie
das células opacas apresenta protuberancias do tipo espinhos, no citoplasma
sdo encontrados vacuolos gigantes, somente nas células brancas ocorre
germinagao a 37°C e pH 6,7 (SLUTSKY et al., 1987; ANDERSON et. al., 1990).

Soll (1988) e Jones et al., (1994) observaram que cepas isoladas de
pacientes com vaginite ou com infeccbes sistémicas apresentam altas
frequéncias de switching. Segundo Molloy, (2006) o switch afeta a viruléncia de

C. albicans, as células opacas sao muito menos eficientes em estabelecer
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infecgdes sistémicas do que células brancas e o inverso é verdadeiro para
infeccdes na pele.
Outro fator que contribui para o processo de viruléncia é a producdo de
enzimas hidroliticas (aspartil proteinases secretadas, fosfolipases e lipases) as
quais tém papel central na patogénese, sendo as aspartil proteinases
secretadas (SAPS) as mais comumente associadas a viruléncia (NAGLIK et al.,
2003).

As SAPS de C. albicans compdem uma familia de pelo menos 10 genes
(SAP 1-10), das quais oito sdo secretadas (Sap1-8) e duas associadas a
superficie celular (Sap9 e Sap10) cujas ativagao e expressao, ainda nao foram
totalmente elucidadas. As diferentes Saps parecem exercer diferentes funcoes
em diferentes ambientes (HUBE & NAGLIK, 2001)

A presencga da familia de genes SAP em C. albicans prové o fungo com
um sistema proteolitico eficiente e flexivel que pode ser vital para o sucesso
deste patdgeno como oportunista. A produgdo de Saps € provavelmente um
processo bem regulado, ativado em tempos especificos durante a colonizagao
e a infecgdo para obter o maximo beneficio para o fungo (MARDEGAN et al.,
2006).

A atividade proteolitica extracelular por SAPS tem importante papel na
adesao e invasao por degradar ou distorcer estruturas da superficie das células
do hospedeiro, assim como na evasao da resposta imune por destruir células e
moléculas do sistema imune do hospedeiro (HUBE & NAGLIK 2001). Sap1 a 6
hidrolisam proteinas do hospedeiro e consequentemente causam danos ns
tecidos. A aspartil proteinase secretada-2 (Sap2), tem a propriedade de clivar
moléculas que protegem a superficie mucosa da célula como mucina e
imunoglobulina secretoria A (IgA), proteinas da matrix extracelular, além de
degradar moléculas importantes na defesa do hospedeiro como lactoferrina,
lacotoperoxidade, catepsina D e complemento (NAGLIK et al., 2003; dos
SANTOS, 2002).

Sap 4-6 foram detectadas durante a formacgao de hifas, sendo a Sap5 a
primeira a ser secretada durante a formacao de hifa, e tiveram suas fungdes
associadas ao desenvolvimento de candidiase disseminada (CHEN et al.,

2002). A Sap9 e 10 estao ligadas a processos regulatérios na superficie celular
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do fungo que sdo essenciais durante a interacdo com tecidos epiteliais
(ALBRECHT et al., 2006).

Inibicdo de Saps com pepstatina-A, uma enzima inibidora de aspartil
proteinas inibe a aderéncia de C. albicans as células parénquimais de figado,
baco e pancreas (KRETSCHMAR et al.,, 1999) e as células epiteliais de
mucosa vaginal (CONSOLARO, et al., 2006) além de prevenir a penetragao

inicial através da superficie mucosa (NAGLIK et al., 2004).

1.3. Mecanismos de defesa do hospedeiro

Humanos sao constantemente expostos aos fungos, mas um numero
limitado de espécies é capaz de causar severas infecgdes. A capacidade de
provocar danos no organismo hospedeiro, depende ndao s6 do patriménio
genético do fungo, mas das condicdes dos mecanismos de defesa do
hospedeiro em se contraporem a infectividade do fungo em diferentes sitios do
corpo (ROMANI, 2004).

Os mecanismos de defesa contra infec¢gdes fungicas s&o numerosos, e
abrangem desde mecanismos protetores inespecificos, que se originaram a
partir de organismos multicelulares durante a evolugao das espécies (resposta
inata), até mecanismos sofisticados, os quais sdo especificamente ativados
durante a infecgc&o e doenca (resposta adaptativa) (ROMANI, 2004).

A imunidade esta presente em individuos adultos imunocompetentes
resultado do comensalismo do fungo nas mucosas gastrintestinal do
hospedeiro (ROMANI et al., 1996). Como um comensal, C. albicans
assintomaticamente coloniza a superficie epitelial aparentemente na forma de
blastoconidio. Como resultado desta exposicdo muitos individuos saudaveis
desenvolvem imunidade especifica a C. albicans detectavel através de testes
cutaneos e resposta de linfécitos do sangue periférico contra seus antigenos,
assim como anticorpos especificos no soro e secre¢gao mucosa (ODDS, 1988).

A contengado da invasdo do patdogeno no hospedeiro exige uma resposta
rapida, geralmente promovida pelo sistema imune inato, o qual desenvolve
prontamente e precede a expansao clonal de linfécitos antigeno especifico. O
sistema imune inato consiste de células NK, complemento, proteinas

plasmaticas e células fagociticas (ISMAIL et al., 2002) e serve para dois
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propésitos principais, um efeito direto antifungico pela destruicao do patégeno e
uma fungao instrutiva nas células do sistema imune adaptativo, através da
producdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias, indugao de atividades
co-estimulatorias e apresentacao de antigeno (ROMANI 2004).

Assim, a permanéncia do fungo como comensal se deve a varios fatores
como a pele intacta, que é protegida por células queratinizadas, na superficie
mucosa, a presenca de mucinas, IgA, numerosas bactérias fazem protegao se
alojando ao redor do fungo, impedindo sua adesao, além de que, compartilham
nutrientes com outros organismos comensais (SENET, 1997). Modificagbes
nestas barreiras naturais, como aquelas causadas por antibioticoterapia,
corticoterapia, quimioterapia, cirurgias, cateterismos, sondas e cateteres,

podem disparar a invasao do fungo e o processo patogénico.

Apos a infeccdo muitos mecanismos de defesa sdo induzidos. A
cooperagao de células do sistema imune e de seus produtos € necessario para
a eliminacao da infeccao por C. albicans. Nao ha evidéncias que anticorpos € o
sistema complemento possam mediar a lise de C. albicans, desta maneira os
fagocitos s&o provavelmente as primeiras células efetoras na resisténcia a
candidiase (VASQUEZ-TORRES & BALISH, 1997). Pacientes com deficiéncia
na imunidade inata como doenga granulomatosa crbnica ou neutropenia, sao
extremamente sensiveis a uma variedade de infecgdes, entre elas as fungicas
(LORENZ & FINK, 2002).

Imunidade inata e a imunidade adaptativa (celular e humoral), estdo
envolvidas na protecdo contra infecgdo por C. albicans. Embora cada uma
possa contribuir diferentemente nos diferentes sitios de infecgcdo, a imunidade
inata através de macréfagos e neutréfilos domina a protecédo contra
candidemia, enquanto a imunidade celular ativada, predominantemente por
citocinas das células T CD4+ protege as mucosas da infecgdo. Com relagao a
imunidade humoral existem controvérsias com dados discordantes entre

estudos clinicos e modelos em animais (FIDEL, 2002).

Pacientes com candidiase disseminada podem apresentar anticorpos
especificos no soro (ODDS 1988). Além disso, estudos em camundongos com
transferéncia passiva de anticorpos falharam na protegdo (BANERJEE et al.,

1984). Contudo, contrariamente ao exposto acima, outros estudos tém
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mostrado que anticorpos podem aumentar a resisténcia nas infeccbes com C.
albicans. Administracdo de manana do fungo, encapsulada em liposomos,
resultou na producdo de anticorpos que confere resisténcia a candidiase
disseminada (HAN & CUTLER 1995). No soro de pacientes recuperados de
candidiase disseminada foi encontrado anticorpos contra proteina hsp90 de C.
albicans (MATHEWS et al.,, 1991; MATHEWS & BURNIE, 1992) e esses
anticorpos protegeram camundongos contra a doenga disseminada. Segundo
Lee et al.,, (2003) na defesa do hospedeiro contra C. albicans, o
desenvolvimento da resposta Th1 é critica e a presenga de anticorpos
especificos pode aumentar esse mecanismo de defesa por opsonizar o
patdégeno e facilitar a fagocitose. A resposta humoral, decorrente da resposta
Th2 pode se contraprodutiva uma vez que compete com a indugao inicial da
resposta Th1 e n&o porque leva a produgao de anticorpos que sao inuteis para
a resisténcia, uma vez que autores tém demonstrado que a transferéncia

passiva de anticorpos pode beneficiar o hospedeiro contra candidiase.

O reconhecimento do fungo invasivo pelo sistema imune inato é o
primeiro passo na ativagdo da resposta imunoldgica rapida e assegura a
sobrevivéncia apos a infecgdo, confere rapido reconhecimento de um amplo
espectro de patdgenos, por reconhecer componentes de padrdes moleculares
tipicos de microrganismos (PAMPSs), usando limitado repertorio de proteinas
codificadas na fase germinativa, os receptores de reconhecimento padréo
(PRRs) (GIL & GOZALBO 2006), como receptores de manose, receptores
“Toll-like” (TLRs), receptores de varredura e receptor dectin-1 (UNDERHILL &
OZINSKY, 2002). Fagocitos expressam também receptores para complemento
(CR) e anticorpos (FcR), e varios pesquisadores tem demonstrado que a
fagocitose de C. albicans por fagécitos mononuclear é aumentada quando as
leveduras estdo opsonizadas com soro normal (VASQUEZ-TORRES & BALISH
1997; GAZIRI et al., 1999; dos SANTOS et al., 2002).

Receptores de manose presentes na superficie de macrofagos
reconhecem superficie rica em manana, sendo especialmente importante na
fagocitose de C. albicans. A expressdo aumentada de receptores de manose
devido a M-CSF (KARBASSI et al.,, 1987); INF-y (MARODI & JOHNSTON,
1993), Concanavalina-A (LOYOLA et al., 2002) tem melhorado a capacidade
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fagocitica de macréfagos. Yamamoto et al., 1997 demonstraram que a
fagocitose de levedura através do receptor de manose resulta na produgao de
citocinas pré-inflamatérias, degradagao do fungo e estimulo de moléculas co-
estimulatérias, moléculas de MHC classe Il e ativacdo de resposta celular
protetora Th1.

Estudos recentes tem demonstrado o envolvimento crucial dos TLRs no
reconhecimento de C. albicans, sendo que TLR2 e TLR4 s&o os principais
TLRs envolvidos no reconhecimento deste fungo (NETEA et al., 2002; NETEA
et al., 2004; VILLAMON et al., 2004; GIL & GOZALBO, 2006).

Villamén et al., (2004) demonstraram que camundongos knockout TLR2
" sobreviviam menos & infecgdo com C. albicans do que camundongos
normais, apresentando baixa producdo de TNF-a e de quimiocina MIP-2 e
camundongos knockout em TLR4” também se mostraram mais suscetiveis a
infeccdo por C. albicans, contudo nestes a suscetibilidade estava relacionada a
baixa expressao de quimiocinas e falha no recrutamento de neutrdfilos.

A ligacao de distintos receptores para levedura e para hifa define a
natureza da resposta efetora, a producao de citocinas pro-inflamatdrias e a co-
estimulacdo (ROMANI et al., 2002; NETEA et al., 2006). Quando hifas ou
leveduras opsonizadas séo fagocitadas com envolvimento do receptor CR3 em
associagdo com receptor Fcy, resulta no aumento de moléculas co-
estimulatérias e MHC Il e producado de IL-4 e/ou IL-10 e ativagao de células
Th2 (ADEREM & UNDERHILL, 1999).

van de Graaf et al., (2005) demonstraram que blastoconidios e hifas de
C. albicans diferem no estimulo da resposta no hospedeiro, sendo que
blastoconidios estimulam ambos receptores TLR2 e 4 sendo o ultimo
responsavel pela grande producédo de INF-y por monécitos e de TNF-a por
macrofagos peritoneais, enquanto hifas ndo foram reconhecidas por TLR4, e
induziram grande produgédo de IL-10 através do TLR2, mas ndo a producgéo de
INF-y.

Brown & Gordon (2001) identificaram em macréfagos o receptor dectin-1
para B-glucana. Recentemente foi demonstrado que quando macrofagos sao

incubados com blastoconidio de C. albicans ocorre fagocitose dos

balstoconidios, a secre¢cdo de TNF-a, IFN-y, aumento na produgdo de
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superoéxido e da capacidade fungicida, com envolvimento de dectin-1, TLR2 e
4. No entanto, na fagocitose de hifas o receptor dectin-1 ndo esta envolvido,
resultando em uma resposta antiinflamatéria, como a produgdo de citocinas
como IL-10, reduzida producdo de superdéxido e capacidade fagocitica
diminuida (GANTNER et al., 2005).

Macrofagos sao geralmente as primeiras células a interagir com corpos
estranhos, por estarem presentes nas portas de entrada do organismo.
Dependendo do receptor utilizado e do estagio de diferenciagdo estas células
podem produzir varios produtos secretorios, incluindo citocinas e quimiocinas
que mobilizam outras células para o tecido (GORDON, 1998).

Farah et al.,, (2001), demonstraram em modelo experimental de
candidiase oral, que a inativagcdo de macrofagos por carragenina causava
aumento na severidade da infecgao nos primeiros oito dias. Do mesmo modo, a
eliminacdo de macréfagos esplénicos murinos, através da administragéo
intravenosa da droga difosfato de diclorometileno, aumentou a suscetibilidade a
infecgdes disseminadas por C. albicans, e reducdo do tempo de sobrevida
destes animais (QIAN et al., 1994).

Macrofagos nem sempre tem sua capacidade fagocitica associada a sua
capacidade de destruir microrganismos invasores. A fagocitose de C. albicans,
quando n&o acompanhada de morte do fungo, pode favorecer a disseminagéo
deste patégeno, pois os macrofagos nao ativados, além de servir como
veiculos para a sua disseminagao protege o fungo de outros mecanismos de
resposta imune inata (VASQUES-TORRES & BALISH, 1997).

A atividade candidacida de macréfagos contra C. albicans e C.
parapsilosis foi estudada usando-se fagocitos residentes peritoneais,
estimulados com injecao de lipopolissacarideos (LPS) ou obtidos de animais
infectados pelo bacilo de Calmete-Guerin (BCG). Os macréfagos residentes
mataram em torno de duas a trés vezes menos C. albicans do que aqueles
ativados por LPS ou BCG (SASADA & JOHNSTON 1980). As glicanas
presentes na parede celular de C. albicans, estimulam a produgdo de anion
superoxido (O2) e peroxinitrito pelos macréfagos do exsudato peritoneal
(VASQUES-TORRES et al., 1996).

A ativagcdo dos macrofagos confere ao hospedeiro maior resisténcia a

infeccdo, pelo aumento de sua capacidade fungicida, seja pelo aumento de
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receptores em sua superficie ou pela producdo de substincias de acao
microbicida, sendo considerados como principais células efetoras contra
infeccdo por patdgenos intracelulares facultativo. Macrofagos ativados
aumentam a producdo de reagentes oxidativos intermediarios (ROIl) e
reagentes nitrogenados intermediarios (RNI), aumentando a atividade
microbicida, além de apresentar um aumento na produgao de citocinas, como
interleucina 1 (IL-1), 6 (IL-6) e 8 (IL-8), fator estimulador de colbnias de
macrofagos e granulécitos (GM-CSF) e fator de necrose tumoral a (TNF-o) que
podem estimular outras células ou os préprios macrofagos em uma atividade
autocrina (MARODI et al., 1991; LANGERMANS et al., 1992).

A ativacado de macrofagos pode ocorrer também pela acéo de lectinas de
origem vegetal, tais como Concanavalina-A (Con-A) e Jacalina (JCA).
Camundongos tratados previamente com Con-A ou JCA apresentaram
aumento da atividade fagocitica e candidacida nos macréfagos da cavidade
peritoneal e tinham sua capacidade de depurar o inéculo de C. albicans da
cavidade peritoneal, diminuindo a disseminagcdo do patégeno nas visceras,
este efeito foi atribuido a ativacdo nao especifica de imunidade mediada por
célula (FELIPE et al., 1995; GAZIRI, et al., 1999; MORESCO et al.,, 2002;
LOYOLA et al., 2002). O mesmo efeito protetor foi verificado em camundongos
previamente tratados com Con-A e inoculados intraperitonealmente com
Serratia marcescens, (ARRAES et al., 1997), quando os macrofagos foram
eficientes em fagocitar e destruir este patégeno. Segundo Bertram et al., 1997,
a Con-A se liga diretamente a carboidratos na regido constante na molécula
MHC e no receptor TCR das células T auxiliares e induz a ativagcao policlonal
dos linfocitos, estimula, entre outras citocinas, a liberagao de IFN-y. Quando
este mitdgeno € administrado pela veia da calda de camundongos induz no
figado a expressao de mRNA de IL-2, IFN-y e TNF-a (OKAMOTO &
KOBAYASHI 1997). Contudo, Tagawa et al., (1997) e Trautwein et al., (1998),
demonstraram que altas doses de Con-A causavam exacerbagao da resposta
Th1 e injuria no figado pelo excesso de producédo de INF-y e TNF-a, os quais

induzem destruicdo dos hepatdcitos por apoptose.
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Neutrofilos constituem um dos principais mecanismos de defesa contra
candidiase invasiva disseminada, atuando tanto em blastoconidios
intracelularmente, como em hifas extracelularmente (ROILIDES et al., 1992).

Segundo Mencacci et al.,, (1999), a capacidade de C. albicans
estabelecer uma infeccdo disseminada no hospedeiro envolve a neutropenia
como fator predisponente principal, enquanto a capacidade do fungo para
persistir no organismo envolve, principalmente, depressao da imunidade celular
adaptativa no hospedeiro.

Estas células sdo capazes de fagocitar microorganismos, incorporando-
os em seus fagolisossomos e destruindo-os intracelularmente. Sao células que
ao lado de outros polimorfonucleares, produzem grandes quantidades de
produtos téxicos derivados de oxigénio (ROI), como perdxido de hidrogénio
(H202) e anion superoxido (O2-) via sistema NADPH-oxidase, que destroem os
microrganismos através de diversos mecanismos, como liperoxidacdo de
membrana e danos irreversiveis ao DNA (MARODI et al., 1998).

Neutrofilos possuem ainda mecanismos microbicidas ndo dependentes
de oxigénio. Estes mecanismos envolvem as enzimas lisossomais, que séo
muito importantes nos tecidos onde a concentragao de oxigénio é baixa e a
cadeia respiratéria nao pode funcionar efetivamente. Dentre as hidrolases
lisossomais podemos citar as peroxidases como a lactoperoxidase, a
“horseradish” peroxidase (HRS) e a mieloperoxidase (MPO) que converte o
H>0O, em acido hipocloroso (HOCL). A reagdo do HOCL com aminas primarias
ou outros compostos contendo nitrogénio resulta na produgdo de
monocloramina, outro poderoso agente oxidante gerado pelo sistema MPO-
H,0, (MARODI et al., 1998).

Na deplecao de neutrdéfilos, em modelos de candidiase oral, a doenca se
agravou nos primeiros dias da infecgdo, mostrando a importancia dessas
células na defesa inicial do hospedeiro contra C. albicans (FARAH et al., 2001).

Loyola et al.,, (2002) demonstraram que a chegada precoce de
neutréfilos na cavidade peritoneal de camundongos, observada 6 horas apés
administragdo de Concanavalina-A (Con-A), foi importante para a redugcao do
inoculo dos animais infectados com C. albicans. Os autores demonstraram
também que a catalase, administrada junto com C. albicans inibia a redugéo do

in6culo, sugerindo que a formacdo do acido hipocloroso constitui um
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mecanismo muito importante na morte do fungo, e que dentre os varios
mecanismos candidacida empregados este era o mais importante. Para a
formacédo do acido hipocloroso € necessaria a producdo de mieloperoxidase
por neutréfilos a qual necessita do substrato H,O, e cloro para a sintese deste
composto.

As células dendriticas sdo capazes de reconhecer e internalizar ambos,
blastoconidios e hifas de C. albicans. Estas células expressam varios
receptores, incluindo receptores para varios componentes do sistema
complemento (CR), receptores para Fc (FcyR) e receptores de reconhecimento
padrdo (PRRs) como os TLRs e RM. Sdo as principais células conectoras da
resposta imune inata e adaptativa (ROMANI et al., 2002). O reconhecimento
das formas em levedura envolve a cooperagao dos receptores de manose e
receptor CR3, enquanto a fagocitose de hifas envolve a cooperagao dos
receptores CR3 e Fcy. Uma vez dentro dos fagocitos ocorre a degradagao das
leveduras enquanto as hifas podem ser encontradas livres no citoplasma
(ROMANI, 2004). Contudo, as leveduras podem sobreviver dentro do
fagossoma se forem internalizadas via CR3. Jouault et al., (1998) haviam
demonstrado que C. albicans possui moléculas que medeiam a interagao via
CR3, mas nao ocorria produgdo de oxido nitrico, quando a levedura era
fagocitada por esta via, possibilitando a sobrevivéncia do fungo, enquanto a
entrada da levedura pelo receptor de manose resulta na produgao de citocinas
pré-inflamatérias incluindo I1L-12, degradacao do fungo e aumento de moléculas
coestimulatorias (ROMANI et al., 2002).

Embora, no geral, fagdcitos apresentem atividade antifungica intrinseca,
esta atividade pode ser melhorada por opsoninas e citocinas inflamatérias em
particular TNF-a e IFN-y, as quais por sua vez podem ser moduladas por C.
albicans.

Os niveis locais de citocinas sdo grandemente derivados de células T,
assim, a resisténcia a candidiase requer a acdo coordenada da defesa imune
inata com a adaptativa (MARODI et al., 1991; GIL & GOZALBO, 2006). Dois
grupos diferentes de células T CD4+ foram descritos (Th1 e Th2) e apresentam
fungcdes antagonistas. Células Th1 ativam os fagocitos para um estado

fungicida enquanto aquelas produzidas por células Th2 exacerbam a doenga
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por desativarem propriedades protetoras das células fagociticas contra os
fungos (ROMANI 2004).

Células Th1 e Th2 se desenvolvem a partir de um precursor comum
célula T CD4+ “naive”, cuja diferenciacdo na candidiase murina depende de
varios fatores como: cepa de C. albicans; resisténcia ou suscetibilidade do
hospedeiro; via de infecgao; produgao de moléculas coestimuladoras; presenca
de citocinas no local (MENCACCI et al., 2000).

Camundongos geneticamente modificados suscetiveis (BDA/2 Cr) e
resistentes (BALB/cCr) a C. albicans foram utilizados para a avaliagdo do
desenvolvimento de respostas Th1 e Th2. Estes animais foram inoculados com
cepas de baixa e alta viruléncia, os animais resistentes desenvolveram
hipersensibilidade do tipo tardia (HTT), juntamente com produgéo de citocinas
IL-2 e INF-y, baixa produgdo de anticorpos IgA, IgG1 e IgE, auséncia de
eosinofilia e alta taxa de sobrevivéncia em comparagdo aos animais
suscetiveis. Animais suscetiveis possuiam células T com alta produgédo de
citocinas ligadas a um padrao tipo Th2, IL-4 e IL-10 e presenca de eosinofilia
apos poucos dias de infecgdo (ROMANI et al., 1993).

A funcdo crucial de citocinas pro-inflamatorias na defesa contra C.
albicans tem sido demonstrada pelo aumento de suscetibilidade de
camundongos “knockout” para IL-2 e INF-y (KAPOSZTA et al., 1998; NETEA et
al., 1999). Em contraste, citocinas anti-inflamatérias como IL-4 e IL-10 tem
efeito imunossupressivo (TONNETII et al.,, 1995). Apdés a ativacdo de
populacdes de leucdcitos pela C. albicans, a liberagdo de citocinas proé-
inflamatorias como TNF-a, II-1B, IL-6 e INF-y, é o primeiro passo para a
ativacao da resposta imune anticandidacida. Citocinas pré-inflamatérias ativam
macrofagos e neutréfilos a fagocitar o fungo e a liberar radicais tdéxicos de
oxigénio e nitrogénio, eliminando entdo o patdégeno invasor (KULBERG et al.,
1993).

TNF-a € uma citocina de 17-kDa produzida em resposta a infecgao
fungica na fase inicial da infecgdo estimulada por C. albicans (VECCHIARELLI
et al., 1991). Macréfagos, neutréfilos, células endoteliais, fibroblastos e
linfécitos T e B secretam TNF-a, contudo, os macrofagos sdo as principais

fontes de TNF-a in vivo. Esta citocina exerce varias atividades biologicas
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incluindo proliferacdo e diferenciagdo celular, apoptose, citotoxidade,
inflamacao e imunomodulagdo (DEROUICH-GUERGOUR et al., 2001).

Estudos in vitro demonstraram que o TNF-a pode ativar macréfagos e
neutréfilos, levando ao aumento do “burst oxidativo”, da fagocitose e da
atividade fungicida (DJEU et al., 1986, FERRANTE, 1989; JUPIN et al., 1989;
SHALABY et al.,, 1985). TNF-a também estimula a expressdo ou medeia a
atividade de varias outras moléculas envolvidas na defesa contra C. albicans,
por exemplo, células endoteliais respondem a infecgao in vitro com C. albicans
expressando E-selectina, molécula de adesdo vascular celular (VCAM-1),
molécula de adesao intercelular (ICAM-1), e secretando IL-8 e fator ativador de
plaquetas (PAF), que participam no recrutamento de leucdécitos no local da
infeccdo (OROZCO et al., 2000; IM et al., 1997).

A funcdo do TNF-a na protecdo do hospedeiro, em candidiase
disseminada, tem sido demonstrada por estudos com camundongos cujas
copias do gene de TNF-a tem sido deletado. Quando desafiados
intravenosamente, com C. albicans, todos os camundongos TNF-o" morreram,
enquanto todos os camundongos tipo selvagem sobreviveram (MARINO et al.,
1997). Na candidiase orofaringea, Farah et al., (2006) verificaram, em infec¢ao
experimental oral, que camundongos TNF-o7, apresentaram aumento na

severidade da infecgéo.

Em outro estudo, a neutralizacdo de TNF-a por anticorpos anti TNF-a
aumentou a severidade no curso de infecgdo experimental, rins e bago se
apresentavam densamente colonizados e 0s animais apresentavam menos

tempo de sobrevivéncia apds a infecgao (LOUIE, et al., 1994).

TNF-a induz ainda a producao de outras citocinas como IL-6 e IL-1, que
podem participar na resposta do hospedeiro no curso da infecgao sistémica por
C. albicans, A administracdo de TNF-a exdégeno aumenta a resisténcia a
infeccdo, enquanto a inibicdo desta citocina enddgena diminui a resisténcia
(LOUIE et al., 1994)

A liberacdo de TNF-a por macréfagos, durante a fase inicial da resposta
inflamatoria ao fungo, atrai e ativa neutrofilos para um estado efetor antifungico
(DIAMOND et al., 1991). Mencacci et al., 1998 demonstraram que TNF-a



21

também era requerido para a expressao 6tima de moléculas coestimulatorias
nas células fagociticas e para a resposta a IL-12 nas células CD4+. Contudo,
durante a fase mais tardia da infecgdo, quando o fungo prolifera rapidamente,
niveis muito elevados de TNF-a afetam negativamente a rede de citocinas,
resultando, as vezes, em choque séptico (WALLEY et al., 1996).

Ohmura et al, (2001) em modelo experimental de infeccéo
intraperitoneal verificaram que camundongos previamente estimulados com um
polissacarideo ligado a proteina (PSK), apresentavam maior taxa de
sobrevivéncia contra infec¢ao letal por C. albicans, sendo que o mecanismo
protetor era devido principalmente a producao de TNF-a.

Entre as citocinas do tipo Th1, IFN-y € um potente ativador de fagodcitos
(NETEA et al, 1999). Neutrdfilos tratados com IFN-y aumentam
significativamente a explosdo metabdlica oxidativa em resposta a pseudo-hifas
e hifas de C. albicans opsonizadas ou ndo e a blastoconidios opsonizados,
aumentando a producado de peroxido de hidrogénio (STEVENHAGEN & van
FURTH et al., 1993) e induzindo a producdo de 6xido nitrico por macréfagos
(CENCI et al., 1993), influenciada na sobrevida de camundongos na candidiase
invasiva (KAPOSZTA et al., 1998, YAMAMOTO et al., 1997), contudo a
producao dessa citocina por tempo prolongado pode levar a superprodugao de
TNF-a (VAZQUES-TORRES & BALISH, 1997).

INF-y atua também na diferenciagdo das células Th. Romani et al.,
(1992) verificaram que a neutralizagdo de INF-y impediu o desenvolvimento da
reposta protetora Th1. A citocina IL-12, segundo Romani et al., (1994a),
também tem um papel essencial na expansdo preferencial de células
protetoras Th1. Os autores verificaram que transcritos de IL-12 eram
constantemente expressos em macréfagos de camundongos resistentes, mas
ndo de camundongos suscetiveis a C. albicans. Utilizando anticorpos
neutralizadores de IL-12, Romani et al., (1994b) verificaram que camundongos
resistentes perdiam a capacidade de desenvolver uma resposta protetora Th1
com producao de citocinas Th2 como IL-4.

Outras citocinas como IL-1, IL-8 estdo envolvidas na resposta a C.
albicans, Van’t Wout et al.,(1988) demonstraram que o tratamento profilatico de

camundongos com IL-1p aumenta o numero de neutréfilos no tecido infectado,
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aumenta a resisténcia na candidiase sistémica, e ainda a administracao de IL-
18 e IL-1a protege camundongos neutropénicos da infecgao letal de C.
albicans.

Citocinas do tipo Th2 como IL-4 e IL-10 estao relacionadas a progressao
e exacerbagao da candidiase (CENCI et al., 1993). A IL 10 foi primeiramente
descrita como uma citocina que apresentava potente atividade anti-inflamatéria
(MOSMANN, 1994), sendo o principal inibidor da resposta inata e inflamatdria e
um imunoregulador do desenvolvimento de células Th. Varios autores tem
demonstrado que a exposigao de fagdcitos a essa citocina inibe a sintese de
citocinas pro-inflamatérias e a liberagdo de reativos intermediarios de oxigénio
e nitrogénio. Fiorentino et al., (1991) e Bogdan et al., (1991) demonstraram que
IL-10 exerce funcdo na resposta inflamatéria aguda, os autores verificaram que
macrofagos estimulados com LPS e/ou INF-y diminuiram significativamente a
produgédo das citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a. Camundongos susceptiveis (BDA/2)
inoculados com uma cepa atenuada de C. albicans apresentaram altos niveis
de produgéao de IL-10, inibigdo de morte do fungo via NO e desenvolvimento de
resposta Th2, quando esta citocina era neutralizada ocorria aumento na
producao de ON (ROMANI et al., 1994c).

Ding & Shevach (1992) demonstraram que esta citocina ndo promove
diretamente o desenvolvimento de Th2, mas atua nas células indiretamente por
reduzir a expressao de moléculas coestimuladoras e producgao de citocinas por
células da imunidade inata, como a inibicdo da produgado de IL-12 durante o
estimulo antigénico primario, o que por sua vez inibe a secrecdo de IFN-y
prevenindo subsequientemente o desenvolvimento de resposta imune mediada
por Th1. Del Sero et al., (1999) em experimentos com camundongos
deficientes em IL-10 demonstraram ser estes mais resistentes a infec¢ao por C.
albicans do que os camundongos selvagem. O aumento na resisténcia estava
associado com a regulacdo da resposta antifungica inata e Th1, com um
aumento na producao de IL-12, ON, TNF-a e de IFN-y por células T CD4+.

Contudo, a producao de niveis fisiologicos de IL-10 é necessaria para
protecdo ideal da resposta a C. albicans, uma vez que inibe a sintese
excessiva de citocinas proé-inflamatérias por células inflamatérias (DAI et al.,
1997).
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Células T CD8+ nao sao consideradas efetivas no mecanismo de defesa
contra C. albicans. Contudo, Beno et al., (1995) demostraram que essas
células obtidas de camundongos “naive” estimuladas com IL-2 possuiam a
capacidade de inibir o crescimento de C. albicans in vitro.

Um claro entendimento dos diferentes mecanismos de defesa envolvidos
na infecgao por C. albicans é essencial para o desenvolvimento de estratégias
tanto em prevencgéo e controle como tratamento das infec¢des por este fungo.
Conforme o exposto, mecanismos da resposta imune inata e adquirida formam
um sistema integrado de defesa do hospedeiro, no qual numerosas células e
moléculas funcionam coletivamente. A resposta imune inata € de suma
importancia na resolucdo da doenca além de influenciar o tipo de resposta
especifica que se desenvolvera subsequentemente. Igualmente a resposta
imune adquirida pode intervir durante a imunidade inata, uma vez que citocinas
produzidas por células Th modulam a agao de células efetoras. Os fagdcitos
participam em ambas as interacdes e foi relatado que a utilizagdo de
moduladores da resposta imune produzem efeitos anti infecciosos por modificar
a resposta do hospedeiro a microganismos patogénicos (OHMURA et al., 2001,
FELIPE et al., 1995; GAZIRI, et al., 1999; MORESCO et al., 2002; LOYOLA et
al., 2002). Neste trabalho, com base no exposto, o imunomodulador de escolha
foi a concanavalina-A e a analise da produgédo de TNF-a, o potencial fagocitico
e a capacidade de depuracéo do patdégeno foram realizados no curso inicial da

infeccao.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL.: Avaliar o efeito do imunomodulador Concanavalina-A no modelo
experimental em camundongos na infecgao intraperitoneal do isolado CR15 de

Candida albicans.

2.2. ESPECIFICOS: - Avaliar o efeito da Con-A na sobrevivéncia dos
camundongos apods infecg¢ao intraperitoneal com C. albicans,

- Determinar a atividade de alanina transferase no plasma de camundongos
infectados com C. albicans apds pré tratamento com Con-A,

- Avaliar a capacidade fagocitica e candidacida dos macrofagos peritoneais
infectados com C. albicans previamente tratados com Con-A,

- Quantificar a recuperagéo de C. albicans do exsudado, bago, figado e rins no
curso inicial da infecgao,

- Estimar a concentracdo da citocina TNF-a liberada no exsudato peritoneal,

baco e figado durante o curso da infecgéao.
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Abstract

The mechanisms through which Candida albicans is recognized by immune cells
and how it triggers host defence are not completely understood. In this study, we
evaluated the effect of Concanavalin-A on the clearance of C. albicans by infected
mice and their production of proinflammatory cytokine tumor necrosis factor-a
(TNF-a). Subgroups of 5 animals were pretreated with Con-A (250 pgmL ™" PBS)
and after 96 h were infected intraperitoneally with 107 cells of C. albicans CR15 (an
isolate from a HIV+ person); 30 min, 2, 6, 24 or 72 h after infection the mice were
sacrificed. Phagocytosis of C. albicans by peritoneal macrophages increased 30 min
after infection in mice pretreated with Con-A. The liver presented the greatest
number of CFUs, and this number was reduced by pretreatment with Con-A.
Control animals infected with C. albicans presented a significant increase in
plasmatic alanine aminotransferase, which was not observed in mice treated with
Con-A. Two hours after infection the production of TNF-a in the liver of mice
pretreated with Con-A was significantly increased. These results suggest that a
single dose of Con-A caused a beneficial modulating action of the inflammatory
response during infection with C. albicans.

Introduction

Candida albicans causes several diseases, ranging from
mucocutaneous to systemic infection. Various virulence
factors contribute to pathogenesis; for example aspartyl
proteases and phospholipases play an essential early role in
C. albicans dissemination and enhance its ability to colonize
deep organs (Fallow et al., 1997; Calderone & Fonzi, 2001),
adhesins allow adherence to epithelial and endothelial cells
(Naglik et al., 2003), and morphogenesis consists of rever-
sible transitions between unicellular yeast cells and the
filamentous growth forms that are present in clinical lesions
(Kobayashi & Cutler, 1998; Romani ef al., 2003; Consolaro
et al., 2005). It has been demonstrated that Th cell reactivity
plays a central role in regulating the immune response to C.
albicans, Th1 reactivity being responsible for resistance and
Th2 reactivity being associated with susceptibility (Nomi
et al., 1994; Kaposzta et al., 1998; Romani, 1999).
Macrophages and neutrophils are extremely important in
nonspecific defences, but signals activating or deactivating
fungicidal mechanisms, which are respectively mediated by
Thl or Th2 cells, are host-dependent immune responses
(Qian et al., 1994; Felipe et al., 1995; Gaziri et al., 1999). We

© 2007 Federation of European Microbiological Societies
Published by Blackwell Publishing Ltd. All rights reserved

previously observed that, 4 days after administration of a
single dose of Concanavalin-A (Con-A) to mice, there was a
predominance of activated macrophages in their peritoneal
exudate (Loyola et al., 2002; Moresco et al., 2002). In this
study, we analysed the effect of Con-A on the clearance of C.
albicans by infected mice and correlated it with the produc-
tion of TNF-a..

Materials and methods

Candida albicans culture

Candida albicans CR15 was isolated from the oral mucosa of
an HIV-infected individual at the University Estadual de
Londrina hospital, and maintained on Sabouraud dextrose
agar; the isolate was used after two serial animal passages.
After growth in Sabouraud dextrose broth for 24 h at 28 °C,
C. albicans yeast cells were cytospun, washed with PBS, and
resuspended at 107, 5 x 107 and 10% cells mL™! RPMI 1640.

Treatment and infection of mice

Subgroups of 5 male Swiss mice, each weighing 28-32 g,
received 250 pg Con-A mL ™" PBS intraperitoneally (i.p.) or
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PBS only, and after 96 h were infected (i.p.) with 107 yeast
cellsmL™" RPMI 1640. One group of 5 non-infected mice
was used as a control.

Evaluation of peritoneal phagocytic cells

The animals were sacrificed 30 min, 2, 6, 24 or 72h after
infection, and exudate cells were collected by rinsing the
peritoneal cavity with 2mL of RPMI-albumin medium.
After centrifugation, the pellet was resuspended in 1 mL of
RPMI-albumin medium, distributed on coverslips (0.2 mL
per coverslip) and incubated for 30 min at 37 °C. The cells
were stained by May—Grumwald—Giemsa and analysed by
light microscopy by counting 10 fields to evaluate the
population of phagocytes and phagocytosing cells.

Quantification of viable C. albicans in organs
and exudate

Liver, spleen and kidneys of infected mice were homoge-
nized with 10, 5 and 5mL PBS, respectively. Samples were
collected from each homogenate and from the peritoneal
exudates (0.1 mL), serially diluted in PBS, and plated on
Sabouraud dextrose agar plates. The colonies were counted
after 24 h of incubation at 37 °C, and CFUs were calculated
per organ or millilitre of exudate.

Assays of TNF-o

Supernatants from peritoneal exudate and homogenized
organs were collected by centrifugation of samples from
each mouse from all groups and submitted to capture
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using puri-
fied antimouse TNF-oo (1F3F3D4) from Bioscience. The
concentration of cytokine was determined with reference to
a standard curve for serial two-fold dilutions of mouse
recombinant TNF-o; optical absortion was measured at
492 nm.

Statistical analysis

Survival rates were estimated by Kaplan—Meier curves
and analysed by the log-rank method. All other statistical
comparisons were made with Student’s #-test. A P-
value < 0.05 was considered statistically significant.

Results and discussion

This study showed that Con-A exerted a protective effect
against infection with an otherwise lethal dose of C. albicans.
Protection afforded by Con-A was time-dependent, because
100% of the mice infected 3 days posttreatment survived,
whereas animals infected one day after treatment, or more
than 4 days thereafter presented a significantly lower survi-
val rate (Fig. 1). In contrast, only 20% of the control group
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Fig. 1. Effect of Con-A on the survival of mice after infection with
Candlida albicans. Mice (10 per group) received a single dose i.p. of Con-
A (250ug) 1, 3, 4 and 6 days, or of PBS 4 days before i.p. infection with
108 C. albicans. Statistically significant at *P < 0.05 (vs. PBS group) in
log-rank test for survival rates.

survived for a follow-up period of 28 days. Suckling mice
were also protected by treatment with Con-A by intraperito-
neal route 4 days before inoculation of C. albicans (Moresco
et al., 2002), which suggests that the activation by Con-A of
both the immature and the adult immune systems is effected
by similar mechanisms. Because Con-A binds directly to
carbohydrates in the constant region of major histocompat-
ibility complex (MHC) molecules and T cell receptor (TCR)
receptors on T helper cells (Bertram et al., 1997), activation of
Thl cells could explain the above results. According to Cenci
et al. (1995), protection in experimental models of candidiasis
correlates with the generation of Thl cells producing inter-
leukin-2 (IL-2) and interferon-y (IFN-v).

Administration of Con-A by tail vein induced expression
of IL-2, IFN-y and TNF-o mRNA in the liver (Okamoto &
Kobayashi 1997; Tagawa et al., 1997). Exacerbation of the
Thl response by a high dose of Con-A by intravenous route
caused liver injury by excessive production of IFN-y and
TNF-a, which induced destruction of hepatocytes by apop-
tosis and constitutes a model for the study of hepatitis
(Trautwein et al., 1998). However, in this study administra-
tion of Con-A in a single low dose by intraperitoneal route
was beneficial, as inferred from the survival rate of mice
infected with C. albicans. In order to correlate the liver lesion
possibly caused by Con-A and infection with C. albicans,
we measured the activity of alanine aminotransferase (ALT)
in the plasma of mice pretreated with Con-A and infected
with C. albicans. Control mice that received an inoculum of
107 blastoconidia maintained unaltered activity of ALT at 24
and 72 h postinfection and survived, whereas an inoculum
of 5 x 107 blastoconidia caused a significant increase in the
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Table 1. Determination of plasma alanine transferase activities (IU L") from mice infected with Candida albicans after pretreatment with Con-A

Alanine aminotransferase activity (IU ()

Inoculum
1% 107 5x 107
Treatment Control 24h 72h 24h 72h
PBS 46.8+7.1 36.8+3.8 50.6+6.9 329.3445.3* i
Con-A 445+45 459+4.2 42.84+3.5 49.0+6.4 32.8+3.4

Con-A 250 g mL~" PBS or PBS alone were administered i.p. 4 days before infection with C. albicans. Values are reported as means S.D. for 6 mice in each

group.
*Statistically significant at P < 0.05 for PBS vs. Con-A.
“None survived.

(a)

(b}

© ® 3

(d)

Fig. 2. Influence of treatment with Con-A on phagocytosis by peritoneal macrophages. Macrophages from noninfected mice were pretreated for 4
days with (a) Con-A or (b) PBS, and macrophages from mice pretreated with (c) Con-A or (d) PBS received an inoculum i.p. with 107 Candida albicans.
The macrophages were collected at 30-min postinfection and adhered to coverslips for 30 min.

activity of ALT and all of these mice died (Table 1). However,
mice that were pretreated with Con-A and received an
inoculum of 5 x 107 blastoconidia presented unaltered ALT
activity and survived. This corroborates the contention that
Con-A protects mice against an infection by C. albicans.
Phagocytosis in vivo of C. albicans by Con-A-activated
macrophages was more effective than that by control
macrophages at 30-min postinfection (Table 2). Macro-
phages activated by Con-A present greater spreading and
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larger size (Fig. 2a) than control ones (Fig. 2b). Unicellular
yeast cells (blastopores) can be seen inside activated macro-
phages (Fig. 2c), whereas the smaller macrophages from the
control group show fewer ingested Candida cells, many of
which show filamentous growth (Fig. 2d). These observa-
tions suggest that activated macrophages not only ingest
more yeast cells, but also that they are capable of repressing
the transition from yeast cells to filamentous forms,
whose growth ultimately leads to macrophage death.
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Table 2. Percentage of macrophages and neutrophils containing Candida albicans on the course of infection
Time post infection (hours)
Macrophages Neutrophils
Conditions 172 2 6 24 72 1/2 2 6 24 72
PBS 11.9+£152 3.78+0.7 08+047 03+021 0.1£008 208+165 26+054 0.7+004 04+04 0+0
Con-A 29.7+3.6 44+032 23+07 0.8+£0.29 04+£022 277+£806 26+099 1.1+0.09 03+£0.11 0+0
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cally significant at *P < 0.05 compared with
noninfected mice (bars C; control).

Activation of macrophages by Con-A cannot be attributed
to a direct action on those cells, because macrophages
incubated in different media containing Con-A did not
present increased phagocytosis or killing of C. albicans (data
not shown).

The number of phagocytes present in the peritoneal
exudate during the first 72h of infection did not differ
between Con-A pretreated and control mice, although
during the first 2 h there was a significant reduction in their
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number in the control group (Fig. 3). A significant increase
in the number of macrophages was detected between 6- and
72-h postinfection, whereas the number of neutrophils was
low during the first 2 h after infection and increased there-
after (Fig. 3). The presence of dead macrophages was
evaluated by means of staining with propidium iodide (data
not shown).

The proinflammatory cytokine TNF-a mediates a variety
of biological responses, among them improved phagocyte

© 2007 Federation of European Microbiological Societies
Published by Blackwell Publishing Ltd. All rights reserved



334

Peritoneal exudate cells

|. Conchon-Costa et al.

300.0 -
*
250.0
T, 200.0 4
€
g 150.0
3
2 100.0 1
l_
50.0 H_LI
0oL mm=— W1 , -_Y_\-—ﬂ
C Yo 2h 6h 24 h 72 h
Postinfection (h)
300 7 Liver
250 - *
L 200
€
2 150 4
3
£ 100 -
'_
50 -
O 9 T T T T
C 2h 6h 24 h 72h
Postinfection (h)
Spleen
45 -
*
40 -
35 -

Fig. 4. TNF-a. production by peritoneal exu-
date cells, liver and spleen over the course of
infection with Candida albicans. Mice were
pretreated with PBS (closed bars) or Con-A
(open bars) 4 days before inoculation i.p. with
107 Candida albicans. Results for noninfected
mice are given in bars C (control). The super-
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functions (Vecchiarelli et al., 1991; Steinshamn et al., 1996;
Netea et al., 1999; Ohumura et al., 2001; Gantner et al., 2005;
Filler, 2006), which suggests that TNF-o secretion might be
related to the onset of protective immunity. As expected,
during the early stage of infection we found signficantly
more TNF-a in supernatants from peritoneal exudate cells
of Con-A-treated mice than in those from control ones (Fig.
4). Some variation in the concentration of TNF-a in super-
natants from peritoneal cells of control mice (Fig. 4) can
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natants from peritoneal exudates, liver and
72h spleen were collected, and TNF-o. was deter-
mined by ELISA. Statistically significant at
*P < 0.05 for Con-A vs. PBS group.

perhaps be attributed to stimulation by mannan and man-
noproteins from the C. albicans cell wall (Vecchiarelli et al.,
1991).

In the liver and spleen, the kinetics of TNF-a production
were similar to those observed in supernatants from cells of
the peritoneal cavity, the amount of TNF-a being signifi-
cantly greater in the Con-A group 2-h postinfection (Fig. 4).
In blood plasma, the level of this cytokine was not detectable
during the course of infection, which suggests that TNF-a
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Fig. 5. Effect of Con-A on the recovery of Candida albicans from
peritoneal cavity, liver and spleen over the course of infection. Mice were
pretreated with PBS (closed bars) or Con-A (open bars) 4 days before
inoculation i.p. with 107 C. albicans. Data are reported as means of
CFU £ SE per organ from five experiments. Statistically significant at
*P < 0.05 for Con-A vs. PBS group.

was produced in physiological levels at all anatomical sites
studied. The clearance of C. albicans was significantly
increased in Con-A group mice, as observed by reduced
CFU in the peritoneal cavity exudate 72-h postinfection, and
reduced CFU in the liver and spleen 24-h postinfection (Fig.
5). In conclusion, despite some similarities between control
and experimental groups in their response against C.
albicans, protection by Con-A was evidenced by a higher
rate of survival, normal ALT, activation of macrophages,
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physiological production of TNF-a, and increased clearance
of this pathogen.
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