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SEGATO, Carina Zerbetto. Interleucina-17 é produzida devido a apoptose
induzida por Aspartato Protease 9 de Candida albicans. 2014. 73 f. Dissertagao
(Mestrado em Patologia Experimental). Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Estadual de Londrina, Londrina. 2014.

RESUMO

Candida albicans € um fungo da microbiota humana capaz de causar candidiase
mucocutanea ou disseminada em individuos imunossuprimidos. O sistema imune do
hospedeiro responde ao fungo através da fagocitose e produgdo de citocinas como a
Interleucina-17 (IL-17) que tem sido amplamente relacionada com a protegéo
durante as infecg¢des fungicas. Por isso, este estudo avaliou se a capacidade de C.
albicans para induzir a apoptose de macrofagos peritoneais esta relacionada com a
producdo de IL-17 e qual a participacdo Aspartato Protease 9 neste processo.
Assim, apds 30 minutos da inoculagdo intraperitoneal de C. albicans em
camundongos, a indugao de apoptose ocorreu em cerca de 60% dos macréfagos,
avaliada pela coloracdo com anexina-V-FITC. A adicdo de pepstatina-A inibiu a
apoptose, sugerindo um papel das Saps neste processo. A cepa de tipo selvagem
CAl-4 também induziu 55% de apoptose, enquanto uma cepa sem a Sap 9 (sap9A
/A) ndo. O perfil de citocinas das cepas selvagens (CR15 e CAI-4) mostra a
producao de IL-1B, IL-6, TGF-B e IL-17, sugerindo a ativagdo da resposta Th17
durante o curso da infecgdo. Além disso, o fator de transcricdo RORyt, que regula a
producao de IL-17, mostrou aumento nos niveis de mRNA. A participacao da Sap9
na apoptose também pode estar ligada a ativagao da resposta Th17, uma vez que a
pepstatina-A e a cepa sap9A /A apresentaram uma diminui¢do da producao de IL-
17. Além disso, nas fases tardias da infecgao, foi observado aumento dos niveis de
IL-10 e IL-22, possivelmente levando ao reparo tecidual. Por fim, nossos dados
sugerem que Sap9 esta envolvida na indu¢ao de apoptose de macrofagos, gerando
uma resposta Th17.

Palavras-chave: Candida albicans. Resposta imune. IL-17. Apoptose. SAP9.



SEGATO, Carina Zerbetto. Interleukin-17 is produced due to Candida albicans
induced apoptosis by Aspartic-Protease 9. 2014. 73 p. Dissertation (Master’'s
Experimental Patotology) — Londrina State University, Londrina, 2014.

ABSTRACT

Candida albicans is a fungus of the human microbiota that can cause
mucocutaneous or disseminated candidiasis in immunosuppressed individuals. The
immune system of the host responds to the fungus through phagocytosis and the
production of cytokines such as Interleukin -17 (IL -17) which has been widely related
to protection during fungal infections. Therefore, this study evaluated whether the
ability of C. albicans to induce apoptosis of peritoneal macrophages is related to IL -
17 production and what is the participation of aspartic protease 9 in this process.
Thus, after 30 minutes of C. albicans intraperitoneal inoculation in mice, induction of
apoptosis occurred in approximately 60% of macrophages, assessed by staining with
Annexin-V-FITC. The addition of pepstatin - A inhibited apoptosis, suggesting a role
for Saps in this process. Likewise, the wild-type strain CAl-4 induced 55% apoptosis,
whilst a strain lacking the aspartic protease 9 (sap94/A) did not. The cytokines profile
of wild-type strains (CR15 and CAI-4) shows the production of IL-18, IL-6, TGF- and
IL-17, suggesting an activation of Th17 response during the course of infection.
Moreover, the transcription factor RORyt, which regulates IL-17 production, showed
increased mMRNA levels. The participation of Sap9 in apoptosis could also be linked
to the triggering of Th17 activation, once pepstatin-A and sap9A4/A strain presented a
decreased IL-17 production. Additionally, in late infection phases, increased IL-10
and IL-22 levels were observed, possibly leading to tissue healing. Lastly, our data
suggested that Sap9 is involved in macrophages apoptosis induction, triggering a
Th17 response.

Keywords: Candida albicans. Immune response. IL-17. Apoptosis. SAP9.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZACAO

Candida albicans ¢ um fungo normalmente encontrado colonizando
todos os segmentos do trato gastrointestinal e geniturinario de mais da metade da
populagdo humana sob a forma comensal (ARENDORF, 1979). Entretanto, em
condicdes clinicas de imunodeficiéncia ou imunossupressao, € possivel observar a
ocorréncia de infecgdes cutdneas, de mucosas oral e vaginal e do trato
gastrointestinal, e até mesmo infecgbes sistémicas com alto risco de morte por
sepse (CUTLER, 1991; MURRAY et al., 2006).

Muitas espécies de fungos, entre elas a prépria C. albicans, tem co-
evoluido com seus hospedeiros mamiferos, o que sugere a existéncia de
mecanismos complexos de vigilancia imune do hospedeiro associados a estratégias
fungicas sofisticadas para antagonizar a resposta imune (ROMANI, 2011). Na forma
comensal, sabe-se que estes fungos sao dotados da capacidade de se esquivar da
vigilancia imunoldgica do hospedeiro, impedindo assim o desenvolvimento de uma
resposta inflamatdria intensa que poderia acarretar em sua eliminagao. Desta forma,
0 patdégeno garante sua sobrevivéncia e persisténcia na superficie mucosa dos
tecidos infectados de forma assintomatica (ROMANI, 2000).

E importante ressaltar que o sistema imune do hospedeiro n3o
ignora a presenca do patdégeno comensal, por outro lado, desenvolve um delicado
equilibrio entre as respostas pré- e anti-inflamatorias, mantendo uma relagao estavel
entre patégeno e hospedeiro (ROMANI, 2011). Entretanto, o crescente numero de
casos de imunossupressdao devido a cirurgias, transplantes, tratamentos
quimioterapicos e infecgao por HIV, por exemplo, tem levado a quebra deste
equilibrio e consequentemente ao aumento da incidéncia de candidiases
(COLOMBO et al.,2006).

Nas ultimas décadas, as infecgdes fungicas tem ganhado maior
importancia devido ao aumento de sua ocorréncia e gravidade. A candidemia, por
exemplo, tem ocupado cerca de 50% dos casos de infecgbes fungicas sistémicas,
estando entre os principais fatores de morte em Unidades de Terapia Intensiva e,
apesar da baixa porcentagem de ocorréncia (1,8%) em relagéo as bactérias, esta
associada a alta taxa de mortalidade (PFALLER; DIEKEMA, 2007).
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A infecgao por este patégeno pode ocorrer de duas formas distintas:
por via endégena, tendo como fonte a mucosa do préprio trato gastrointestinal; ou
por via exogena, através de contaminagdo por sondas, catéteres, proteses ou
administragdo parental de solugdes contaminadas, além do contato direto com
individuos colonizados (LACAZ, 2002).

Individuos HIV positivos que desenvolvem AIDS (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida Humana) sdo extremamente susceptiveis a fungos
patdgenos oportunistas. Nestes casos, a infecgdo por C. albicans geralmente é
recorrente, podendo ser apontada inclusive como indicativo da doenca viral. A
infeccao se apresenta principalmente na forma de candidiase orofaringea, havendo
também o risco de ocorréncia de candidiase sistémica (GREENSPAN et al., 1990;
KLATT; BRENCHLEY, 2010). O desenvolvimento de infec¢gdes oportunistas nestes
casos se da devido & perda de linfocitos TCD4", implicando numa producéo
ineficiente de citocinas em resposta ao fungo patogénico (GLOCKER,;
GRIMBACHER, 2010).

Em adicdo ao HIV, existe ainda uma gama de doengas genéticas
raras que causam susceptibilidade a candidiase mucosa recorrente, sendo que
estas afetam o reconhecimento do fungo pelo sistema imune, ou o desenvolvimento
de uma resposta imune adequada contra o patégeno (GAFFEN et al., 2011).

Outros fatores de risco para as candidiases sdo as disfuncdes
metabdlicas, os extremos de idade e especialmente as alteracbes na fungao e
numero de células fagociticas, como neutrofilos e macrofagos, o que leva a uma
reduc&o na eficacia da imunidade celular (PFALLER; DIEKEMA, 2007).

1.2 MORFOGENESE E CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS DE CANDIDA ALBICANS

Um dos aspectos mais marcantes da biologia do fungo C. albicans é
o dimorfismo celular, ou seja, a capacidade de apresentar variagbes morfologicas
podendo ser encontrada como levedura unicelular (blastoconideo), forma que
permite melhor disseminagcdo hematogénica; clamidésporo (também unicelular),
forma resistente em condi¢des adversas (MOLERO et al., 1998); ou como filamento,
podendo ser em forma de hifa verdadeira ou de pseudohifa, que em geral sdo as
formas infectantes que permitem a invasdo e o dano tecidual do hospedeiro
(SUDBERRY et al., 2004).
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A variagdo da forma de levedura para as formas filamentosas é
dependente da alteracdo de condi¢gbes ambientais tais como pH, temperatura,
disponibilidade de soro, privagdo nutricional e altas concentragdes de fosfato
(CORNER; MAGEE, 1997; CUTLER, 1998; KOBAYASHI; SUDBERRY et al., 2004).

A morfogénese celular em C. albicans esta associada a mudangas
na composicdo proteica e na arquitetura da parede celular. Esta é formada por
multiplas camadas de arranjos complexos de carboidratos e proteinas, sendo que
ambos nao estdo presentes em seres humanos, o que influencia no reconhecimento
do patégeno pelo sistema imune (GOW et al.,, 2011). A composi¢gdo da parede
celular, bem como as alteragdes ocorridas durante a morfogénese séo de extrema
importancia para o equilibrio da relagcdo de comensalismo ou infectividade entre
patdgeno e hospedeiro (GOW et al., 2012).

De maneira geral, a parede celular de C. albicans é composta por
quitina, glucana, manana, manoproteinas e glicolipideos que sdo completamente
diferentes dos componentes da parede celular bacteriana ou do envelope viral
(KATAOKA et al., 2002; TADA et al., 2002). A camada externa da parede celular de
C. albicans é composta quase em sua totalidade por manana e manoproteinas, que
representam 30 a 40% de seu peso seco (KLIS et al., 2001). A camada interna por
sua vez tem predominancia de quitnina, p-(1,3)- e B-(1,6)-glucana (GOW et al.,
2011).

A expressao destas proteinas de parede fungica € alterada de forma
significativa quando o microrganismo faz a transi¢cao de levedura para hifa, durante o
processo patologico de invasdo e destruigcdo tecidual, de forma que as células do
sistema imune s&o capazes de distinguir entre a forma comensal e a infectante,
iniciando a produgao de citocinas especificas em resposta (GOW et al.,, 2011;
HORNBACH et al, 2009; NETEA et al., 2008a; ROMANI, 2011).

1.3 RECONHECIMENTO E RESPOSTA IMUNE A CANDIDA ALBICANS

Em locais de interacdo constante entre patdogeno e hospedeiro,
como a pele e mucosa dos tratos respiratorio, gastrointestinal e geniturinario, os
mecanismos da imunidade inata estdo presentes de forma constitutiva. Células
Natural Killers, Defensinas, Colectinas (proteinas de ligagdo a manose) e o Sistema

Complemento constituem os principais mecanismos de defesa local, proporcionando
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opsonizacdo e eliminagdo do fungo, além da presenca das células fagociticas
(macréfagos e neutroéfilos) que possibilitam reconhecimento e inicio de uma resposta
adaptativa, neste caso predominantemente Th1 ou Th17 (ABBAS, et al., 2011;
ISMAIL et al., 2002; ROMANI, 2011).

Esta sinalizacédo através dos fagdcitos leva a produgao de citocinas
que podem favorecer a inflamacéao, e por isso sdao chamadas de pro-inflamatérias
como IL-1, TNF-a, IL-6 e IL-18, predominantes na resposta inata, e IL-17 e IFN-y
envolvidos tanto na resposta inata quanto na adaptativa. Por outro lado, as citocinas
que reduzem a resposta inflamatéria sdo comumente chamadas de anti-
inflamatodrias, cujas principais representantes sao IL-10, TGF-f e IL-4. Algumas
citocinas sado de extrema importéncia na diferenciagdo de linfocitos T virgens em
células especificas Th1, Th2 ou T citotoxicas, como é o caso da IL-12, IL-4 e IFN-y,
respectivamente (PEREIRA, 2011).

1.3.1 Resposta Imune Pro-inflamatéria

A Interleucina-12 (IL-12), conhecida por seu papel pro-inflamatério,
sinaliza via STAT-4 levando a ativagao do fator de transcricdo T-bet que é essencial
para a indugao de respostas do padrédo Th1 (AMSEN et al., 2009). Além disso, a IL-
12 possui fungdo de estimular a producdo de IFN-y, que por sua vez ativa os
macrofagos potencializando sua atividade microbicida, aumenta a expressdo de
MHC-I e Il e a apresentacao de antigenos (ROMANI et al., 1997).

Esta citocina esta envolvida na resposta imune anti-Candida como
foi observado por Han et al. (2013), onde a expressao do mRNA de IL-12 se mostrou
aumentada em macrofagos tratados com leveduras de C. albicans, mas nao sofreu
alteracdo em contato com as formas filamentosas, indicando neste caso uma
especificidade da resposta para a forma unicelular do fungo.

Além da IL-12, a imunidade mediada pela Interleucina-17
desempenha um papel chave na protegdo contra infecgbes fungicas, tanto em
camundongos quanto em humanos, e algumas células da imunidade inata tém sido
apontadas como possiveis produtoras de IL-17. Diversos estudos (revisados em
CUA; TATO, 2010) tem demonstrado que as células T yd s&o importantes células da
imunidade inata produtoras de IL-17 durante a inflamacdo autoimune e doencas

infecciosas. Outras células da imunidade inata produtoras de IL-17 ja descritas na
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literatura incluem as células NK, as CD3+ Invariant Natural Killer T (iNKT), as células
indutoras de tecido linfoide (LTi) e as células de Paneth, sendo que todas estas
células desempenham um papel importante na vigilancia tecidual, especialmente nas
mucosas, na pele, no figado, nos pulmdes e 6rgaos linfoides secundarios.

Dentre as fungdes fiosoldgicas da IL-17 produzida pelas células da
imunidade inata é possivel destacar a indugao de fatores granulopoiéticos como G-
CSF e CCL20 pelas células epiteliais, os quais sdo responsaveis pelo recrutamento
de neutrofilos essenciais para um controle rapido e efetivo de fungos e bactérias
(CUA; TATO, 2010).

De maneira bastante especifica, as células produtoras de IL-17 de
camundongos e de humanos expressam fator de transcricdo nuclear RORyt, que
interage diretamente com a regido promotora do gene il17, sendo responsavel pela
producao desta citocina. Assim sendo, a expressdo de RORyt serve também de
marcacgao positiva para a presencga destas células, e em menor quantidade RORa
(CHATTERJEE et al., 2012; IVANQV et al., 2006; YANG et al., 2008).

Adicionalmente as células da imunidade inata, a linhagem de
linfocitos Th17 atua produzindo IL-17 na imunidade adaptativa. Juntamente com
outros mecanismos antimicrobianos, essas células conferem resposta a candidiase
por meio do recrutamento e mobilizagdo de neutrdéfilos para o sitio de infeccédo e da
expressao de defensinas e outros fatores antifungicos (CONTI et al., 2009).

As células da linhagem Th17 sao importantes na defesa do
hospedeiro contra C. albicans pois expressam além de IL-17 (também chamada de
IL-17A), IL-17F e IL-22. A IL-17 e a IL-17F s&o citocinas proximamente
correlacionadas que sinalizam através de um receptor comum, composto de duas
subunidades (IL-17RA e IL-17RC), cuja sinalizagédo € crucial para uma imunidade
efetiva anti-Candida (CONTI; GAFFEN, 2010; VELDHOEN et al., 2006). A STATS3,
principal proteina da familia STAT ativada pela IL-6, é considerada essencial para a
diferenciagdo das células do subtipo Th17, tanto em camundongos quanto em
humanos (YANG et al.,, 2007). A IL-21 também tem sido implicada nesta
diferenciagdo quando induzida por IL-6 na presenca de TGF-B, e a IL-23 ¢é
responsavel por suportar a expansao e manutencgéo deste subtipo celular (KORN et
al., 2007; VELDHOEN et al., 2006).

No caso de candidemia sistémica, Huang et al. (2004) demonstrou

que camundongos deficientes em IL-17R apresentaram uma redug¢ao na contagem
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de neutrofilos no sangue periférico, o que foi correlacionado com falhas no
recrutamento de neutrofilos e na atividade da mieloperoxidase (MPO) no figado. Em
humanos, varios estudos (revisados em CYPOWYJ et al., 2012) tem demonstrados
que alteragcbes genéticas que resultem em falhas na produgdo de IL-17 ou na
expressao de seus receptores podem estar diretamente relacionadas ao
desenvolvimento de Candidase Mucocutdnea (CMC). Uma série de anomalias
genéticas tem sido apontadas como responsaveis por pré-dispor pacientes ao
quadro de CMC, dentre elas deficiéncia autossémica recessiva no TCR-a, algumas
formas de desordens ligadas ao cromossomo X, deficiéncias autossOmicas
recessivas em CD25, IRF8 e outros defeitos em células T, que tornam estas
pessoas susceptiveis ndo apenas a infecgdes por C. albicans, mas também a
inumeros outros agentes patogénicos.

Neste contexto, a IL-17 tem surgido como uma das mais importantes
citocinas pro-inflamatdrias devido a esta sua capacidade de modular as respostas
mediadas por neutréfilos, e também em funcido de seu papel na protecdo das
mucosas por induzir um aumento nas defensinas produzidas por células do epitélio
intestinal (HUANG et al., 2004; REHAUME et al., 2010).

Envolvida na diferenciacao destes linfécitos Th17, outra citocina pro-
inflamatoria produzida em resposta a C. albicans é a IL-1j3, liberada por fagécitos
mononucleares ativados, neutrofilos, células epiteliais e endoteliais, e que é
conhecida por desempenhar um papel central na indugao, progressao e manutengao
da resposta inflamatéria durante as infeccbes (ABBAS et al.,, 2011; DINARELLO,
1994, 2005). A sintese e a liberagcdo da IL-13 sdo reguladas por um processo de
duas etapas: primeiro, uma via dependente da ativacdo do fator nuclear NF-kB
dispara a transcrigdo de pro-IL-1p8, precursor inativo de 31-33kDa; em seguida a pré-
IL-18 é clivada proteoliticamente pela enzima Caspase-1 e torna-se a forma ativa da
citocina IL-1B8 (17-18kDa) pronta para ser secretada (FRANCHI et al.,, 2012;
KAMINISHI et al., 1990). Outras enzimas, dentre elas algumas serina proteases
como a elastase neutrofilica, a catepsina-G e a granzima A também sao capazes de
clivar o precursor inativo da citocina IL-18 no fragmento ativo (revisado em
BEAUSEJOUR et al., 1998).

Seu papel na protecédo de hospedeiros mamiferos contra C. albicans
tem sido demonstrado em camundongos deficientes nesta citocina, que apresentam

reducdo da taxa de sobrevida e aumento da sobrecarga fungica em relagdo a
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animais normais (HISE et al., 2009; VONK et al., 2006). Além disso, tem sido
demonstrada a participagdo desta citocina como reguladora do processo de
diferenciagao de células do tipo Th17 (CHUNG et al., 2009).

Juntamente com a IL-1B3, a interleucina-6 também participa da
diferenciacao de linfécitos T helper produtores de IL-17. Esta citocina participa das
respostas inflamatorias agudas e apresenta efeitos locais e sistémicos que incluem,
aléem da diferenciacdo das células T, a indugcdo da sintese hepatica de outros
mediadores inflamatérios e a estimulacido da producido de neutréfilos na medula
Ossea. Sintetizada por fagdcitos mononucleares, células endoteliais vasculares,
fibroblastos e células dendriticas entre outras, a IL-6 € produzida em resposta a
infecgdo por C. albicans e também participa na defesa do hospedeiro contra esse
patégeno (ABBAS et al., 2011; LEIBUNDGUT-LANDMANN et al., 2007; ZHANG et
al., 2013).

1.3.2 Toleréncia e Resisténcia as Infecgbes Fungicas

Contribuindo na regulagdo do balango entre células Th17 e T
reguladoras (Tregs), a enzima Indolamina 2,3-dioxigenase 1 (IDO1) é um dos
principais reguladores da tolerancia antifungica em superficies mucosas. Devido a
sua habilidade de degradagéao do triptofano e consequente geracéo de quinureninas,
metabdlitos desta via com capacidade imunomodulatéria, esta enzima é capaz de
induzir células Treg a suprimir a atividade antifungica de células T, favorecendo
assim a persisténcia do fungo (ZELANTE et al., 2009). Ela n&o apenas contribui para
a homeostase imune local, mas também limita a atividade pro-sobrevivéncia e a
promogao da viruléncia da célula fungica modulando a agéo da IL-17A (ZELANTE et
al., 2012).

Foi recentemente descoberto por De Luca et al. (2013) que
variagbes genéticas que aumentam a expressao de IDO1 podem contribuir para a
protecdo da Candidiase Vulvovaginal Recorrente (RVVC) devido ao aumento da
producao de tais quinureninas. De forma semelhante, 0 mesmo estudo demonstrou
que variagdes que induzem aumento de IL-22 também sao protetoras.

A IL-22 é mais uma das citocinas conhecidas por contribuir com a
resisténcia antifungica nas superficies mucosas. Produzida por células Th22, Th1,
Th17, NK22, NKT e Tyd" (CELLA et al., 2009; WITTE et al., 2010), ela assegura a
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integridade do epitélio via fosforilagdo de STAT3, conhecida por ser requerida para
limitar o dano e a inflamagao na candidiase mucosa (BONIFAZI et al., 2009; DE
LUCA et al., 2010; EYERICH et al., 2011; GESSNER et al., 2012). E sabido que a IL-
22 é capaz de prover resisténcia antifungica em condi¢cdes de deficiéncia de Th1 e
Th17 através de mecanismos que envolvem o controle do crescimento das
leveduras infectantes por induzir peptideos antimicrobianos com atividade
candidacida (DE LUCA et al., 2010).

A expressao do receptor de IL-22 é restrita aos tecidos, ndo estando
presente em células do sistema imune, o que garante que o sistema imune exerga
controle sobre a homeostase de tecidos como a pele e mucosas através da agao
desta citocina (WITTE et al., 2010; ZELANTE et al., 2011).

1.3.3 Resposta Imune Anti-inflamatoéria

A inducdo de uma resposta pro-inflamatéria adequada é necessaria
para o controle das infecgdes fungicas, porém, se ndo for contida, uma resposta
exacerbada pode ocasionar sérios danos aos tecidos do hospedeiro. Desta forma,
citocinas anti-inflamatdérias sdo necessarias para controlar a resposta e direcionar
para a resolucdo do processo inflamatério e consequente reparo tecidual. Dentre
estas citocinas imunorregulatérias, a IL-10 € considerada a mais importante por seu
efeito anti-inflamatério e imunosupressivo (MOORE et al., 2001), sendo benéfica no
controle da resposta inflamatéria e do crescimento fungico.

A fagocitose da hifa ou a opsonizagdo da levedura de C. albicans
resultam na producdo de IL-4 e/ou IL-10, aumentando assim a regulagdo de
moléculas co-estimulatorias e MHC-II, assim como a ativagao de células TH2/Treg
(ROMANI et al., 2002).

Quando produzida em altos niveis pelas células Th2 e Treg, a IL-10
afeta negativamente a producéo de IFN-y, limitando assim a resposta inflamatoria,
porém sem inibir o efeito protetor da resposta Th1 controlada. Este quadro muitas
vezes impede a eliminagao total do patdégeno e pode levar a tolerancia ou a quadros
de candidiase cronica (LILIC et al., 2003; ROILIDES et al., 1998, ROMANI;
PUCCETTI, 2006). Desta forma, Candida albicans se torna capaz de induzir a

imunossupressdo do hospedeiro através da sinalizagdo via TLR2, aumentando a
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producao de IL-10 e a ativacdo de células Treg (DENNING et al., 2007; NETEA et
al., 2004b; SUTMULLER et al., 2006).

Como as hifas de Candida sao dotadas de atividade tolerogénica, a
producao relativa de IL-10 nos locais de infeccao e/ou colonizagao pode refletir a um
estado de tolerancia protetora (alta proporgéo IFN-y:IL-10) ou a indugdo de uma
atividade descontrolada de células T-reg (baixa proporgcéo IFN-y:IL-10) levando a
imunoevasao (ROMANI, PUCCETTI, 2006).

Han et al. (2013) observaram que quando macréfagos foram
tratados com leveduras de C. albicans, o nivel de expressdo do mRNA de IL-10 ndo
sofreu alteragdo, comparado ao grupo controle. Porém, o contato dos macréfagos
com a forma invasiva de hifa levou a uma rapida elevagcdo na expressao deste
MRNA, respondendo a necessidade de controlar a resposta inflamatéria contra este
fungo.

O fator de transformacédo de crescimento beta (TGF-B) também é
uma citocina com funcdo anti-inflamatéria produzida por células T
(predominantemente Tregs), macrofagos e outros tipos celulares como fibroblastos
por exemplo. Além de participar da diferenciagao de células Th17 e Tregs como ja
dito anteriormente, a principal ac&do inibitéria desta citocina se da sobre a
proliferacdo e o desenvolvimento das funcdes efetoras de linfécitos T e sobre a
ativagdo de macréfagos (ABBAS et al., 2011; MANGAN et al., 2006; VELDHOEN et
al., 2006).

Spaccapelo e colaboradores (1995) evidenciaram um aumento na
producado enddégena de TGF-B rapidamente logo apods a infecgdo de camundongos
com uma vacina de C. albicans viva, e demonstraram in vitro que esta citocina tinha
acgao inibidora sobre a atividade candidacida de macréfagos ativados por IFN-y. Tais
observagdes sugeriram ja na época que esta citocina estaria diretamente envolvida

na regulagao da resposta imune anti-candida.

1.3.4 Reconhecimento do Fungo pelas Células do Sistema Imune

Conforme descrito acima, inumeros trabalhos tem demonstrado que
os componentes do sistema imune inato e adaptativo sdo capazes de responder a
invasao fungica através da produgao de citocinas, conferindo assim a resisténcia do

hospedeiro ao patdégeno. Porém para que isso ocorra, € necessario que haja
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reconhecimento do microrganismo pelas células fagociticas (GAUGLITZ et al.,
2012). Este reconhecimento do patdégeno pelo sistema imune do hospedeiro ocorre
basicamente pela percepg¢do das estruturas bem conservadas nos microrganismos,
que nao estdo presentes nas células dos mamiferos, conhecidas como padroes
moleculares associados aos patogenos (PAMPs). Uma grande diversidade de
receptores é responsavel por este reconhecimento, sendo por isso conhecidos como
receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), dentre os quais figuram os Toll-like
receptors (TLRs), Receptores de lectinas tipo-C (CLRs), Receptores de Manose
(MR) entre outros (NETEA et al., 2004a).

Para o reconhecimento dos PAMPs de C. albicans, muitos estudos
tem citado a importancia dos receptores TLR2 e TLR4 (BELLOCCHIO et al., 2004;
NETEA et al.,, 2002, 2004b; VILLAMON et al., 2004). O Receptor de Manose
também tem sido implicado na producdo de citocinas em resposta a C. albicans
(YAMAMOTO et al., 1997). Embora TLR1, TLR9 e TLR6 também estejam envolvidos
no reconhecimento dos PAMPs de C. albicans, nenhum deles esta envolvido na
resposta imune contra este organismo (NETEA et al., 2008b; VAN DE VEERDONK
et al., 2008).

Alguns estudos tem sugerido que as proteinas manosiladas da
parede de C. albicans podem induzir a producdo de citocinas por interagdo com os
receptores de superficie celular como o TLR4 (TADA et al., 2002; VECCHIARELLI et
al., 1991), porém a expressao deste receptor em macréfagos € aumentada apenas
em contato com as formas unicelulares de C. albicans, indicando que ele nao esta
envolvido diretamente na resposta as formas filamentosas (HAN et al., 2013)

Também tem sido reportado o reconhecimento de fosfolipomananas
por TLR2 e consequente indugcdo de citocinas pré-inflamatérias (JOUAULT et al.,
2003), ou anti-inflamatérias como IL-10, atuando na supressdo da resposta
inflamatdria contra os fungos do género Candida e aumento da sobrevida de Tregs
(NETEA et al., 2004b). O reconhecimento de B-glucanas pelo complexo TLR2 e
Dectina-1 também ja foi bastante estudado (GANTNER et al., 2003; HISE et al.,
2009; TAYLOR et al., 2007; YUAN; WILHELMUS, 2010).

Netea e colaboradores (2006) demonstraram que os trés
componentes da parede celular do fungo patogénico podem ser reconhecidos por
mondcitos e macrofagos, e subsequentemente induzir a liberagao de citocinas pro- e

anti-inflamatérias por vias diferentes: as N-linked mananas sao reconhecidas por
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Receptores de Manose, as O-linked mananas por TLR4 e as [(-glucanas pelo
complexo Dectina-1/TLR2.

Adicionalmente a produgdo de citocinas, as B-glucanas podem
induzir também a quimiotaxia de neutréfilos humanos e a formagdo de redes
extracelulares de neutréfilos (NETs) que podem capturar e matar tanto a levedura
quanto as hifas de C. albicans (URBAN et al., 2006). Ainda observaram que as
fosfolipomananas aparentemente ndo estdo envolvidas na inducdo da producéo de
citocinas.

Em estudos prévios, nosso grupo verificou um aumento na atividade
dos Receptores de Manose (MR) em macrofagos de camundongos pré-tratados com
Concanavalina-A (Con-A). A lectina mitogénica concanavalina-A (Con-A), isolada de
Canavalia ensiformis induz a ativagdo policlonal de linfocitos (AGRAWAL;
GOLDSTEIN, 1967). Con-A liga-se diretamente as moléculas de carboidratos (D-
glucopiranosideo e D-manopiranosideo) do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) e no receptor do linfécito T (TCR) e induz a resposta celular pela
oligomerizacdo de TCRs na superficie celular, resultando na indugdo da resposta
celular, e a producao de citocinas como IFNy, TNF-a e IL-2. (ANDERSSON;
MELCHERS, 1976).

Foi observado por nosso grupo que a administragdo deste mitégeno
durante 3 dias estimulou um aumento significativo da atividade do MR em
comparagao com o grupo nao tratado (GERALDINO et al., 2010). Neste mesmo
estudo foi observado que os macrofagos de camundongos pré-tratados com Con-A
foram capazes de destruir 70% do inoculo de C. albicans cepa CR15 durante 1 hora
de co-incubagdo, o que nao ocorreu no grupo controle ndo tratado, que matou
apenas 30% do patégeno.

Foi verificado anteriormente que o tratamento com Con-A 4 dias
antes da infecgéo por C. albicans proporcionou uma predominancia de macrofagos
ativados no exsudato peritoneal (LOYOLA et al., 2002; MORESCO et al., 2002) com
alta expresséao de receptores de manose inclusive em macrofagos de camundongos
recém desmamados e portanto com sistema imunoldogico imaturo.O fato mais
importante € que os camundongos de 21 dias de idade foram protegidos de uma
dose letal de C. albicans quando pré-tratados com Con-A. Além disso, a protecao
proporcionada pela Con-A foi evidenciada também através da alta taxa de

sobrevivéncia de animais infectados com dose letal de C. albicans, da auséncia de
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dano hepatico (valores normais de ALT), da ativacdo de macréfagos, da producéao
em niveis fisiologicos de TNF-a e do aumento na eficacia de eliminagao do patégeno
(CONCHON-COSTA et al., 2007).

Além da Concanavalina-A, também foi evidenciado que Artin M,
extraida de semente de Artocarpus integrifélia, foi capaz de induzir a producéao de IL-
12 e IFN-y durante a infeccao com C. albicans CR15, e também responsavel por
aumentar a fagocitose de C. albicans via Receptor de Manose e Dectina-1. Apds 2 h
de infeccdo foi verificado aumento significativo da produgdo de TNF-a, que
contribuiu com a rapida eliminagao do patégeno na fase inicial da infecgao (LOYOLA
et al., 2012). Artin M apresentou efeito protetivo contra infecgao por C. albicans por
ser ainda capaz de induzir resposta imune Th1 e Th17 em camundongos
(CUSTODIO, et al., 2011).

Embora os TLR e MR estejam envolvidos no desenvolvimento de
resposta imune anti-Candida, os CLRs aparentemente sdo os PRRs dominantes
implicados no reconhecimento do fungo patogénico. Esses receptores sao
expressos nas células apresentadoras de antigenos e reconhecem componentes da
parede celular de C. albicans como as mananas e [-glucanas. As N-linked-
mananas, localizadas na porcao externa da parede celular, sdo reconhecidas pelo
receptor DC-SIGN (CAMBI et al., 2008; TAKAHARA et al., 2012) e pelo Dectina-2 (Bl
et al., 2010; ROBINSON et al., 2009). As B-glucanas, localizadas na porgdo mais
interna da parede e expostas durante o brotamento das leveduras, sdo reconhecidas
pelo Dectina-1 e pelo Mincle (GANTNER et al.,, 2005; NETEA et al., 2008a;
TAYLOR, et al.,, 2007). Todos estes receptores parecem mediar a sinalizagéo
através da quinase Syk1, das moléculas adaptadoras CARD9/Bcl-10/MALT1,
culminando na ativagdo de NF-kB e Ras/Raf-1 (WILLMENT; BROWN, 2008; GOW et
al., 2011). Assim, o contato desses receptores com seus respectivos ligantes resulta
na produgao de IL-6, TNF-a, IL-23 e IL-17, os quais s&o importantes para o
desenvolvimento e homeostase de células Th17, ou sdo produtos de sua resposta
(revisado em GAFFEN et al., 2011).

Nosso grupo observou em estudos anteriores uma alta atividade dos
Receptores de Manose e Dectina-1 em células ativadas por Con-A. Devido a este
aumento na atividade dos receptores ter sido correlacionado a um aumento na

producao de IL-17, foi proposto que estas vias de fagocitose podem estar mediando
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a resposta imune adaptativa, envolvendo a diferenciagao de células Th17 durante o
curso da infeccdo de camundongos por Candida (DE CARVALHO et al., 2012).

A ativagdo dos receptores Dectina-1 e Dectina-2 em resposta ao
reconhecimento do fungo patogénico pode levar ao direcionamento de uma resposta
do tipo Th17 com envolvimento do complexo inflamassomo, por meio de uma via
que utiliza a molécula adaptadora CARD-9 (CYPOWYJ et al., 2012). A participacao
do inflamassomo na resposta contra infecgdes por fungos do género Candida tem
sido demonstrada de varias maneiras. Embora ja se tenha visto que os receptores
NOD1 e NOD2 nao sao necessarios para o reconhecimento deste fungo patogénico,
outros receptores como IL-1R, Dectina-1 e 2 e a proteina adaptadora ASC, tem sido
evidenciados participando da ativagdo do complexo inflamassomo em modelos de
candidiase mucosa oral (HISE et al., 2009; VAN DER GRAAF et al., 2006).

Foi demonstrado recentemente que estes receptores atuam como
um sensor extracelular para PAMPs de micobactérias e fungos, incluindo C.
albicans, que podem levar a ativacdo do inflamassomo e controlar o processamento
da Pro-IL-1[3, porém através de um complexo ndao-candnico constituido por MALT1-
caspase-8—ASC (GRINGHUIS et al., 2012). Assim, Dectina-1 esta envolvido com o
direcionamento de uma resposta Th17 protetora através desta via, além de que a
internalizagdo do patdégeno dispara adicionalmente a ativagdo do inflamassomo
candnico NLRP3. Ao contrario da ativacdo de NLRP3, esta via ndao-candnica do
inflamassomo independe da internalizacdo do patdgeno, e uma vez que algumas
cepas de C.albicans sao capazes de ativar esta via, enquanto outras cepas recrutam
a via canodnica, é possivel inferir que os ligantes para NLRP3 n&o estdo presentes
em todos os fungos (HERNANDEZ-SANTOS; GAFFEN, 2012).

Em contraste a resposta mediada pela ativacdo do inflamassomo
NLRP3, o qual limita a severidade da infecgao tanto em compartimentos estromais
quanto hematopoiéticos, NLRC4 € responsavel por limitar a candidiase mucosa
quando ativado no estroma da mucosa, revelando assim papéis especificos,
dependentes do tecido, para os dois tipos de inflamassomo na resposta imune inata
contra infecgdo mucosa por Candida (TOMALKA et al., 2011).

O desenvolvimento de uma resposta protetora do tipo Th17 com
envolvimento do inflamassomo é resultado do reconhecimento das hifas de Candida
pelos macréfagos humanos. Cheng et al. (2011) demonstraram que a forma de

levedura ndo é capaz de induzir a ativagao do inflamassomo, sugerindo que esta via
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tem um papel importante na discriminacdo entre leveduras colonizantes e hifas

invasivas.

14 FATORES DE VIRULENCIA DE CANDIDA ALBICANS

O desenvolvimento da infecgdo por C. albicans é resultante da
capacidade que o fungo detém de aderir ao tecido, se multiplicar e invadi-lo. Esta
aptidao é determinada por inumeros fatores de viruléncia que incluem entre eles a
capacidade de mudancgas fenotipicas com formagdo de tubo germinativo, a
expressao de moléculas de adesdo que permitem a aderéncia do fungo as células
do hospedeiro, a producdo e secrecao de proteases e outras enzimas hidroliticas
(JACOBSEN et al., 2012; NAGLIK et al.,, 2003; ODDS, 1994; PHAN et al., 2007;
ROMANI et al., 2003; ZAKIKHANY et al., 2008).

Dentre todos esses fatores de viruléncia, a acdo das enzimas
hidroliticas ja € bem descrita em bactérias, protozoarios e leveduras, mas no caso de
C. albicans, a im portancia das aspartato proteases secretadas (Saps) ainda tem
sido estudada e demonstrada experimentalmente (DALLE et al., 2010; GROPP et
al., 2009; RAMAGE et al., 2012) e elas ja sdo consideradas como um dos principais
fatores de viruléncia deste fungo (CALDERONE; FONZI, 2001; NAGLIK et al., 2003,
2004; SCHALLER, et al., 2005). Estas enzimas estdo envolvidas na aderéncia e
invasdo de superficies mucosas e subsequente disseminagdo do fungo no
organismo (DALLE et al., 2010; FELK et al.,, 2002; KRETSCHMAR et al., 1999;
RUCHEL et al., 1990).

Assim, a inibicdo das Saps pode representar uma estratégia
promissora para o desenvolvimento de drogas que reduzam a viruléncia do
patdogeno, especialmente pensando nos riscos acentuados de mortalidade por
infeccdo generalizada e no aumento a resisténcia as drogas de tratamento (BRAGA-
SILVA; SANTOS, 2011; STEWART; ABAD-ZAPATERO, 2001).

1.4.1 Participacdo das Aspartato Proteases na modulagdo da resposta imune por

Candida albicans

A familia de Saps de C. albicans inclui 10 isoenzimas com pesos

moleculares entre 35 a 50 kDa, sendo elas codificadas como pré-pré-enzimas
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imaturas por uma familia de 10 diferentes genes (NAGLIK et al., 2003, 2004). Estas
isoenzimas diferem entre si no pH 6timo para sua atividade, variando entre 2 e 7
dentro da familia.

Os genes da familia SAP apresentam regulacéo diferencial
dependente do ambiente em que o microrganismo esta inserido (SCHALLER et al.,
2001), e entre os 10 genes, a expressao de SAP71-3 tem sido observada
predominantemente em leveduras. Assim essas enzimas sao requeridas durante as
infecgdes mucosas e apresentam participacdo no processo de alteracdo fenotipica
(FELK et al., 2002; WHITE et al., 1993, 1995;). Em comparacéo a eles, os genes
SAP4-6 sao expressos nas formas filamentosas e assim estdo relacionados a
interacdo com os tecidos do hospedeiro durante as infeccbes sistémicas e ao
escape do sistema imune (BORG-VON ZEPELIN et al., 1998; FELK et al., 2002).

Por outro lado, a expressdo de SAP7 tem sido detectada em
modelos animais, mas nao in vitro, 0 que pode ser correlacionado com infecgdes
intravenosas (TAYLOR et al., 2005). Seu papel ainda permanece bastante obscuro
devido ao fato de ser uma protease insensivel a Pepstatina, dificultando assim seu
estudo em modelos de infecgdo (AOKI et al., 2012). No caso de SAPS8, a expressao
€ transitoriamente observada em leveduras e modelos epiteliais (MONOD et al.,
1998; NAGLIK, et al., 2008). SAP9 e SAP10, que codificam dominios de ligacéo a
GPI (glicosilfosfatidilinositol) sdo expressos sob diversas condi¢cdes, e acredita-se
que estejam envolvidos na manutencgao da integridade da parede celular através do
processamento das proteinas da parede (ALBRECHT et al., 2006; HORNBACH et
al., 2009; SCHILD et al., 2011). Embora tenham fun¢des e expressdes diferenciadas,
todos os produtos génicos da familia SAP parecem contribuir para os processos de
viruléncia in vitro, bem como adeséo, invaséo tecidual e evaséo do sistema imune.

Analisando comparativamente as sequéncias de Sap9 e Sap10, foi
verificado que elas diferem das demais isoenzimas da familia Sap nao apenas na
similaridade das sequencias, mas também pelos multiplos locais de N-glicosilagao e
pelas sequencias de ligagdo a GPI na cadeia C terminal (EISENHABER et al., 2004).
Segundo Albretch e colaboradores (2006), esse é o provavel motivo destas Saps
nao serem secretadas, mas permanecerem ligadas a superficie celular.

As duas proteinas estdo localizadas na superficie celular do fungo,
porém Sap9 esta predominantemente localizada na membrana celular enquanto

Sap10 esta tanto na membrana quanto na parede (ALBRETCH et al., 2006). Devido
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a esta exposicao para o espago extracelular, os pesquisadores concluiram que a
atividade proteolitica destas enzimas deve ocorrer na superficie celular, e que desta
forma os substratos destas proteases podem ter origem tanto do hospedeiro quanto
do proprio fungo.

Albretch e colaboradores (2006) também evidenciaram o papel da
Sap9 e Sap10 em manter a integridade da superficie celular, uma vez que mutantes
nestas proteases exibiram brotamento anormal onde as células filhas ndo foram
capazes de se soltar das maes, permanecendo associadas a elas formando cadeias
de células ou grumos. Também observaram que a delecdo de dos genes SAP9 e
SAP10 resultou em mutantes com habilidade reduzida de aderir, invadir e danificar
as células epiteliais, levando a atenuacdo do dano tecidual durante o modelo de
infecgao oral.

Recentemente foi demonstrado que Sap9 especificamente tem um
grande impacto no reconhecimento de C. albicans pelos neutrdfilos, sendo que o
gene SAP9 é requerido para a indugdo da quimiotaxia dos PMNs em direcdo ao
local de infeccdo. A delegdo desse gene leva a uma redugdo da liberagdo de
intermediarios reativos de oxigénio pelos PMNs, e consequentemente a redugao de
apoptose induzida por C. albicans e disparada pela formacao de EROS, sugerindo
inclusive a participacéo da Sap9 no inicio de uma resposta imune protetora contra o
patdogeno (HORNBACH et al., 2009).

Varios membros da familia Sap, incluindo Sap1, Sap2, Sap3, e
Sap6, sdao capazes de induzir a secregdao de citocinas pro-inflamatérias por
monocitos humanos por meio da ativagdo da via Akt/NF-kB. Especialmente Sap1,
Sap2 e Sap6 sao potentes indutoras da producao de IL-13, TNF-a, e IL-6 de maneira
independente de sua atividade proteolitica e do pH étimo individual (PIETRELLA et
al., 2010). Sap2 e Sap6 disparam a producao de IL-1p e IL-18 através da ativacao
do complexo inflamassomo NLRP3, com atuacdo de caspase-1, que € responsavel
pela clivagem e ativagdo da citocina pro-IL-1B na citocina bioativa IL-13. Este
processo de ativacdo esta condicionado a internalizacdo das Saps por um
mecanismo dependente de clatrina, de inducao intracelular do efluxo de K+, e da
producado de espécies reativas de oxigénio (EROS). A ativagdo do inflamassomo
pelas Saps 2 e 6 difere em muitos aspectos daquela induzida por LPS-ATP
(PIETRELLA et al., 2013).
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Foi demonstrado por de Andrade e Felipe (1992) que a inibicao da
atividade das Saps preveniu a destruicido de macréfagos co-incubados com C.
albicans. A capacidade do microrganismo em induzir a morte das células fagociticas
pode ser considerado um importante fator de viruléncia por favorecer a invasao
tecidual e a disseminagdo do patégeno (FREIRE DE LIMA et al.,, 2000; IBATA-
OMBETTA et al.,, 2003; RODRIGUES et al.,, 1999). Além disso, Kaminishi e
colaboradores (1995) encontraram que as Saps de Candida albicans tem
capacidade de reduzir as atividades bactericida e de opsonizagdo do soro humano,
através da degradacdo da porgdo Fc da IgG e da protedlise da proteina do
Complemento C3.

Um estudo realizado in vitro por Reales-Calderon e colaboradores
(2013) analisou marcadores apoptéticos e identificou a prevaléncia de sinais anti-
apoptoticos durante a interacdo da levedura viavel de C. albicans com o0s
macrofagos, sugerindo que ao lado da inflamagao, a apoptose representa uma via
central para a defesa do hospedeiro contra esse patdgeno uma vez que seu
bloqueio possibilita que os macréfagos permanegam viaveis para eliminar o
microrganismo invasor. Por outro lado, Wu e colaboradores (2013) observaram que
a internalizacdo das proteinas Saps 4-6 resultou na permeabilizagdo parcial das
membranas lisossomais, liberando seu conteudo para o citoplasma da célula e
disparando a cascata de apoptose via ativacao de caspases. Desta forma, temos um
papel dualista da apoptose frente a resposta imune anti-Candida, uma vez que sua
inibicdo pode favorecer a manutengao das células viaveis mas sua ocorréncia é
capaz de estimular outras vertentes da imunidade anti-fungica.

A Pepstatina-A, um pentapeptideo produzido por Actinomicetos
(UMEZAWA et al.,, 1970), € um inibidor competitivo das aspartato proteases. Seu
residuo central de Statina contém o aminoacido Aspartato responsavel pela agao
inibitoria demonstrada sobre a proteina Sap2 (CUTFIELD et al., 1995), conferindo a
esta molécula a capacidade de se ligar ao sitio ativo de clivagem da enzima, inibindo
sua atividade.

Este inibidor tem sido amplamente utilizado em estudos in vitro, os
quais tém provido evidéncias diretas da contribuicdo das Saps para a viruléncia de
C. albicans. Estudos com modelos de infeccdo mucosa em murinos e ratos tem
demonstrado a capacidade da Pepstatina em reduzir a colonizacido e a invasao dos
tecidos hospedeiros pelo fungo patogénico (DE BERNARDIS et al.,, 1997, 1999).
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Porém, a Pepstatina é ineficiente em infec¢des sistémicas quando administrada de
forma intravenosa (RUCHEL et al., 1990), provavelmente devido as suas
propriedades farmacocinéticas desfavoraveis. Além do mais, ela exibe baixa
seletividade sendo também capaz de inibir aspartato proteases de mamiferos
(CADICAMO et al., 2013), sendo por isso desconsiderada como uma possivel droga.

Porém, o descobrimento e a caracterizagao da Pepstatina-A foi de
grande importancia uma vez que abriu a possibilidade de estudos que busquem
modificagdes de sua estrutura (CADICAMO et al., 2013), o que representa um ponto
de inicio para o desenvolvimento de inibidores potentes e seletivos para as aspartato
proteases.

Utilizando isolados de pacientes HIV+, nosso grupo evidenciou
anteriormente a rapida exposigcao de fosfatidilserina pela ligagdo a Anexina-V-FITC
em macréfagos apos 5 ou 15 minutos de co-incubagdo com C. albicans cepa CR1,
indicando sinais iniciais de apoptose destas células. Apds co-incubagédo por 20
minutos com Pepstatina-A, os macréfagos ndo exibiram marcagado positiva para
Anexina ap6s 5 minutos de co-incubacdo com as leveduras de C. albicans, e
raramente foram marcados apdés 15 minutos, demonstrando uma inibicdo do
processo apoptoético evidenciado anteriormente e assim sugerindo que as aspartato
proteases participam do disparo deste processo apoptético. Em concordancia a esta
conclusao, a cepa FCF14 que é deficiente em proteinases e fosfolipases n&o induziu
a exposicao de Fosfatidilserina nos macréfagos apds co-incubagao (PANAGIO et al.,
2002).

Entretanto, apdés 2h de co-incubagao in vitro, foi observado que
estas células ndo progrediram no processo apoptotico, mas entraram em necrose ou
foram lisadas pela formagao de hifas. Apds estas observacdes, estudos sequenciais
desenvolvidos in vivo e ex vivo pela nossa equipe utilizando a mesma cepa CR1
demonstraram que macréfagos coletados 30 minutos ou 2 horas apds a infecgéo
intraperitoneal apresentaram ligagdo a Anexina V-FITC. Considerando que a pré-
incubacdo de C. albicans com a Pepstatina-A aboliu o processo de apoptose
observado anteriormente, os resultados indicaram que as proteases liberadas pelo
patdogeno dentro da célula fagocitica participam da indugdo deste processo, em
concordancia com os resultados prévios in vitro (GASPAROTO et al., 2004). Os
autores ainda observaram um aumento na producgao de IL-10 apds 24h de infecgcao

com a cepa CR1, mas nao apds co-incubacdo com Pepstatina-A, sugerindo uma
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possivel relacao do processo inicial de apoptose com o aumento na producgao desta
citocina por neutrofilos e consequente modulagao de um padrao anti-inflamatério de
resposta.

Geraldino e colaboradores (2010) demonstraram que a cepa CR15
também foi capaz de induzir apoptose das células fagociticas de camundongos pré-
tratados com PBS ou Con-A, e que este processo também foi abolido pela inibigao
das aspartato proteases com a utilizacdo de Pepstatina-A. Uma vez que foi
observada menor taxa de apoptose nos macréfagos ativados com Con-A, os
resultados indicam que a capacidade de C. albicans induzir apotose depende em
parte do estado funcional dos macréfagos. De modo complementar, De Carvalho et
al. (2011) evidenciou que esta mesma cepa CR15 foi capaz de induzir um aumento
na produgao de IL-6, IL-1B, TGF-B e IL-17, bem como de IL-12 e IFN-y no exsudato
peritoneal de camundongos pré-tratados com Con-A, sugerindo que esta lectina
facilita o desencadeamento das respostas Th17 e Th1 levando a resolucéo da

infecgao.

1.5 MORTE CELULAR POR APOPTOSE E INDUCAO DE RESPOSTA TH17

O processo de morte celular programada conhecido por Apoptose é
um fendbmeno em que a célula responde a estimulos ativando mecanismos que
induzem sua morte. Tais estimulos podem ter origem exdgena e assim agir em
receptores de membrana da célula; ou origem enddgena, sendo gerados apos
diferentes agressbes como estresse oxidativo, agressdo quimica, irradiagdo e
hipoxia (BRASILEIRO FILHO, 2011). Enfim, a apoptose é um processo coordenado
e muitas vezes dependente de energia, que envolve um grupo de cisteina proteases
denominadas Caspases, e uma complexa cascata de eventos que ligam o estimulo
inicial e a morte da célula (HELMORE, 2007).

A maioria das pesquisas indica que existem duas vias principais de
apoptose a partir do estimulo inicial: a via extrinseca ou do receptor de morte e a via
intrinseca ou mitocondrial. Porém, Igney e Krammer (2002) demonstraram
evidéncias de que estas duas vias estdo interligadas entre si, e que as moléculas de
uma via sdo capazes de influenciar a outra. As duas vias convergem para um
mesmo fim, conhecido como cascata de execugao, que se inicia com a clivagem da

caspase 3 e resulta na fragmentacao do DNA, degradacao do citoesqueleto e das
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proteinas nucleares, formagao de corpos apoptéticos, expressao de ligantes para
receptores de células fagociticas e finalmente a fagocitose dessas células (revisado
em HELMORE, 2007).

A via extrinseca de iniciagcdo da apoptose envolve a ligacédo de
ligantes especificos aos receptores de morte da familia do rTNF (LOCKSLEY et al.,
2001), sendo que atualmente os mais conhecidos ligantes e seus receptores séo
FasL/FasR, TNF-a/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 e Apo2L/DRS5 (revisado em
HELMORE, 2007). Quando os receptores de morte celular reconhecem um ligante
especifico, os seus dominios de morte localizados intracelularmente interagem com
moléculas conhecidas como FADD/MORT-1, as quais tém a capacidade de
recrutarem a caspase-8 e consequentemente ativar a caspase-3, executando a
morte por apoptose (DANIEL et al., 2001).

A via intrinseca ou mitocondrial envolve uma série de estimulos néo
mediados por receptores que produzem sinais intracelulares que atuam diretamente
em alvos dentro da célula. Esses eventos iniciados nas mitocéndrias podem ser
ativados por estimulos negativos (auséncia de fatores de crescimento, de horménios
e citocinas) que levam a uma falha na supressao do programa de morte. Outros
estimulos, considerados positivos, incluem radiagao, hipdxia, hipertermia, infecgdes
virais entre outros, que ativam a via de morte. Todos esses estimulos causam
alteracbes na membrana interna mitocondrial que resulta na abertura de um poro de
transicdo de permeabilidade mitocondrial, perda do potencial transmembrana e
liberacdo para o citoplasma de dois principais grupos de proteinas pro-apoptéticas,
Citocromo ¢ e SMAC ou DIABLO, normalmente sequestradas no espaco
intermembrana (SAELENS et al., 2004). A liberagdo destas proteinas leva entédo a
ativacao das caspases que culmina na morte da célula.

Como ja dito anteriormente, as duas vias terminam numa via final de
execugcdo, onde a ativacdo das caspases executoras leva a ativagdo de
endonucleases citoplasmaticas que degradam o material nuclear e de proteases que
degradam as proteinas nucleares e do citoesqueleto. As caspases 3, 6 e 7 atuam
como executoras clivando varios substratos celulares e causando as mudancgas
morfolégicas e bioquimicas observadas na apoptos (SLEE et al., 2001).

O reconhecimento de uma célula apoptética pelas células fagociticas
adjacentes ocorre porque a célula em processo de morte expressa os chamados

sinais “eat me”, como a exposicdo de Fosfatidilserina (FS) na face externa da
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membrana plasmatica, o que é capaz de ativar receptores como TIM-4, stabilin-2,
BAI-1 e MER entre outros, na superficie de fagécitos como as DCs e macroéfagos.
Quando este processo de apoptose € fisioldgico como na organogénese e
hematopoiese normal, na reposigao fisioldogica de certos tecidos maduros e no
processo de envelhecimento celular, ocorre o que €& chamado de fagocitose
silenciosa destas células, onde o reconhecimento da célula apoptoética pelos
fagdcitos induz entdo uma resposta nao inflamatéria, caracterizada pela produgéo
preferencial de TGF-B, culminando na diferenciagdo de linfécitos Tregs que
secretam mais citocinas anti-inflamatérias como o préprio TGF-B e a IL-10
(RANGANATH; NAGASHREE, 2001; BRERETON; BLANDER, 2011; TORCHINSKY
et al., 2009).

Desta forma, as células apresentadoras de antigenos (APCs) tem a
capacidade de discriminar entre células em apoptose e patdgenos devido ao tipo de
PRRs a que estes se ligam durante a ativagdo da resposta imune inata (BLANDER;
MEDZHITOV, 2006). Isso ocorre porque o reconhecimento da FS pelos fagdcitos
leva a ativacdo de PRRs considerados nao inflamatorios, e induz a sintese de
mediadores anti-inflamatérios como TGF-B, IL-10, PGE2 e Fator Ativador
Plaquetario (PAF) pelos macréfagos (FADOK et al., 1998). Este processo resulta em
uma resposta silenciosa que leva a eliminagdo dos corpos apoptoéticos sem que haja
resposta inflamatadria local, o que da ao processo o0 nome comum de “fagocitose nao
inflamatéria” (BRERETON; BLANDER, 2011).

Por outro lado, dois sinais sao providos para as APCs durante o
reconhecimento e a fagocitose de uma célula apoptética em processos patoldgicos
como, por exemplo, numa infeccdo. Sinais derivados da célula apoptética ativam
PRRs nao-inflamatérios especificos para a fosfatidilserina na superficie da APC, e
ligantes de TLR providos pelo patégeno invasor (PAMPs) se ligam aos TLR e
induzem uma resposta proé-inflamatoria. Esta combinagao de sinais acaba por induzir
a producao de IL-6, TGF-(3, e IL-23, perfil de citocinas que leva a diferenciacéo de
células TCD4 naive para a linhagem Th17 (BRERETON; BLANDER, 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o papel especifico da aspartato protease Sap9 na indugao
de apoptose de fagdcitos peritoneais e sua relagdo com a produgao de IL-17 durante

infeccdo intraperitoneal por Candida albicans.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Avaliar a indugao de apoptose em macréfagos peritoneais por diferentes cepas
de Candida albicans;

° Verificar o envolvimento das Aspartato Proteases, especificamente Sap9 no
processo de apoptose;

o Determinar o perfil de citocinas produzido em resposta a indu¢cado de apoptose
durante o curso de infecgao;

o Investigar a expresséo de fatores de transcrigdo necessarios para a indugao de
IL-17;

e Avaliar a indugao de IL-17 pela Sap9 no figado e exsudato peritoneal;

o Determinar o perfil de células do exsudato peritoneal apds a infeccéo por C.
albicans;

o Verificar a producédo de IL-10 e IL-22 na fase tardia de infeccéo.



34
3 ARTIGO SUBMETIDO
O artigo “Interleukin-17 is produced due to Candida albicans induced

apoptosis by Aspartic-Protease 9” foi submetido para avaliagdo no periddico

Microbes and Infection.



35

Interleukin-17 is produced due to Candida albicans induced apoptosis by
Aspartic-Protease 9

Gustavo Fernando da Silva Quirino®®, Carina Zerbetto Segato-Vendrameto®, Tacito

Graminha Campois®, Raquel Mitie Harano®, Ricardo Sérgio Aimeida®, lonice Felipe®*
ABSTRACT

Interleukin-17 (IL-17) has been widely related to protection during fungal infections.
Therefore, this study evaluated whether the ability of Candida albicans to induce
apoptosis of peritoneal macrophages is related to IL-17 production during the course
of systemic candidiasis. Thus, after 30 min of C. albicans intraperitoneal inoculation
in mice, induction of apoptosis occurred in approximately 60% of macrophages,
assessed by staining with Annexin-V-FITC. The addition of pepstatin-A inhibited
apoptosis, suggesting a role for aspartic proteases in this process. Likewise, the wild-
type strain CAl-4 induced 55% apoptosis, whilst a strain lacking the aspartic protease
9 (sap94/4A) did not. The cytokines profile of wild-type strains (CR15 and CAI-4)
shows the production of IL-1B3, IL-6, TGF-B and IL-17, suggesting an activation of
Th17 response during the course of infection. Moreover, the transcription factor
RORyt, which regulates Th17 activation, showed increased mRNA levels. The
participation of Sap9 in apoptosis could also be linked to the triggering of Th17
activation, once pepstatin-A and sap9A/A strain presented a decreased IL-17
production. Additionally, in late infection phases, increased IL-10 and IL-22 levels
were observed, possibly leading to tissue healing. Lastly, our data suggested that
Sap9 is involved in macrophages apoptosis induction, triggering a Th17 response.
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1 INTRODUCTION

Candida albicans is a commensal fungus present asymptomatically
in mucocutaneous surfaces of approximately 65% of healthy individuals. However,
during clinical episodes of immunosuppression, this opportunistic fungus can cause a
variety of diseases, including candidemia, which is one of the most prevalent causes
of disseminated fungal infection and is correlated with high levels of mortality [1].
Since this fungus can cause severe infections in immunosuppressed individuals, it is
reasonable to conclude that the host immune response is crucial to maintaining C.
albicans in its commensal form. Thus, several studies have addressed the role of
innate and adaptive components of the immune system that could account for
resistance against the virulence factors presented by this microorganism [2, 3].

C. albicans displays several adaptations for survival within the host,
such as cellular dimorphism, host tissue adhesion and the secretion of phosphatases
and proteases. Taken together, these virulence factors can lead to extensive cellular
damage, which allows the fungus to invade the tissues and disseminate, and disrupt
the local immune response [4, 5]. Several genes and molecules play a role during the
infection process and special attention has been given to C. albicans secreted
aspartic proteases (Sap). Ten isoforms of these enzymes are expressed by C.
albicans. Of note, Sap1, 2 and 3 play a role in the yeast form of the fungus and are
important for the phenotypic switch [6] and for reconstituted human vaginal
epithelium (RHVE) infection [7]; Sap4, 5 and 6 are expressed in the hyphal form and
play important roles during host tissue interaction [8] and systemic infections [9].
Current data show that Sap7 is a pepstatin-A insensitive protease [10], though its role
during infection remains unclear [11], and that Sap8 shows greater expression during
biofilm formation. Regarding Sap9 and 10, both are glycosylphosphatidylinositol-
anchored proteases and play important roles in fungal physiology and host
pathology. Moreover, SAP9 is highly expressed during interaction with reconstituted
human epithelium [12]. In addition, Sap9 and Sap10 are crucial to the budding
process of the yeasts, and to the tissue adhesion and destruction processes [13].

Regarding the role of Sap9 during the interaction with host immune
cells, it has been demonstrated that this enzyme mediates the interaction of C.
albicans yeasts and filaments with human polymorphonuclear neutrophils (PMNSs).

Sap9 induces chemoattraction and the production of reactive oxygen species by
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PMNs, culminating in the apoptosis of these cells. Moreover, the ability of PMNs to
restrict filamentation was conserved in the absence of Sap9, however the
candidacidal activity was suppressed, suggesting that this enzyme has a role in
modulating the innate host cellular response to infection [14].

Key mediators of the host immune response during fungal infections
were recently described, and Interleukin-17 (IL-17) is one of the most important. This
cytokine is produced mainly by CD4" T cells, namely Th17. These cells are induced
in the presence of IL-6, IL-1B and TGF-@, and further produce IL-17 and IL-22. Those
cytokines then act on epithelial cells, which produce antimicrobial peptides, such as
B-defensins, and CXC chemokines, which recruit neutrophils to the site of infection,
controlling the fungal burden [15].

The factors that trigger IL-17 production and Th17 cells stability are
yet to be fully understood. However, the retinoic acid receptor-related orphan
receptor gamma (RORyt) has been demonstrated to be the transcription factor
responsible for IL-17 production, through its direct interaction with i/77 promoter [16,
17]. The regulation of IL-17 expression by RORyt (or by its human correlate RORC2)
has been demonstrated to occur in CD4*, CD8" T cells, innate and yd T lymphocytes,
as well as in invariant NKT cells [18-21].

Our group has already determined that apoptosis of phagocytic cells
by C. albicans in vitro and in vivo is dependent on Sap activity, and correlates with IL-
10 production after infection [22, 23]. Moreover, we have demonstrated that the
protective effect of immunostimulant lectins, such as Con-A or ArtinM, during C.
albicans infection was due to IL-17 production [24, 25]. In this work, we aimed to
investigate the role of aspartic proteases, particularly Sap9, in the apoptosis induction
of mouse peritoneal phagocytes and in the production of the protective cytokine IL-
17.

2 MATERIAL AND METHODS
2.1 INFECTION OF MICE
Subgroups of 5 male Swiss mice, each weighing 28-32g and aged 4

to 6 weeks-old, received sterilized food and water ad libitum. The mice were infected

intraperitoneally with one ml of C. albicans CR15 107/PBS, wild type-strain CAl-4 and
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mutant strain lacking the aspartic protease 9. One group of 5 noninfected mice was
used as control. The ethics committee on animal experiments of Londrina State

University approved the experiments.

2.2 FUNGAL CULTURE

C. albicans strain CR15 was isolated from the oral mucosa of a
patient with HIV infection at the University hospital and maintained on Sabouraud
dextrose agar. The isolates were used after two serial animal passages. For the
experiments, C. albicans blastoconidia were obtained by growth in Sabouraud
dextrose broth for 24 h at 28°C, harvested with phosphate-buffered saline (PBS) and
resuspended at 10’ blastoconidia in 1 ml of PBS. The wild-type strain CAl-4 and the
mutant strain lacking the aspartic protease 9 (sap94/A) were kindly provided by Dr.

Bernhard Hube, Jena, Germany.

2.3 Ex VIVO ASSAYS

After 0.5, 2, 6, 12, 18 and 24 hours, the mice were sacrificed and
their peritoneal exudates were collected with 2 ml RPMI 1640 medium (Sigma-
Aldrich) pH 7.0 supplemented with 1% penicillin/streptomycin. For cytokine analysis,
the supernatants were collected by centrifugation (800 g for 4 min at 4°C).
Afterwards, the remaining pellets were resuspended in 1 ml RPMI medium (pH 7.0
supplemented with 5% inactivated fetal bovine serum plus 1% penicillin/streptomycin)

to evaluate cell population of the peritoneal exudate cells.

24 EVALUATION OF PERITONEAL PHAGOCYTIC CELLS

The peritoneal exudate cells collected following infection were
adhered to coverslips (0.2 ml per coverslip) for 30 min at 37°C under 5% CO,
atmosphere. The following tests were applied to the cells: (1) fixing in methanol
followed by Giemsa staining (Merck, Darmstadt, Germany) and analysis by light
microscopy to evaluate the populations of macrophages and neutrophils by counting
20 fields in immersion; (2) at 30 min postinfection, the adherent cells were stained
with TACS Annexin-V-FITC kit (R&D Systems, Minneapolis, MN) and 500nM DAPI
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(Sigma, San Diego, CA) following fixation in 4% paraformaldehyde/PBS to evaluate
the index of apoptotic cells. As a negative control (spontaneous apoptosis only),
peritoneal exudates cells of noninfected mice were used. Analysis of fluorescence
labeling was performed under a fluorescence microscope (Leica, DM 2000, AOTEC)
by photographing the slide and using Leica Application Suite software. The images
obtained were used to determine the apoptotic index by counting the number of cells
in the field (DAPI®) and apoptotic cells in the same field (FITC*). The index was
determined as % Apoptotic cells = (number of FITC" cells x 100) / total DAPI" cells.

2.5 CYTOKINES ASSAYS

To determine the concentrations of IL-17, TGF-, IL-183, IL-6, IL-22
and IL-10, supernatants (from peritoneal exudate) and tissue homogenates were
submitted to capture ELISA procedures (eBioscience, San Diego, CA). The cytokine
quantification assays were performed in accordance with the manufacturer’s

instructions.

26 RT-PCRFORRORITANDIL-17

After 12 hours post C. albicans CR15 infection, the peritoneal
exudate was collected and Trizol LS Reagent (Invitrogen Corporation-Carlsbad,
USA) was added to the cell pellets. RNA was extracted using SV Total RNA Isolation
(ProMega-Wiscosin, USA), in accordance with the manufacturer’s instructions. The
MmRNA was submitted to cDNA confection through transcriptase-reverse reaction
using SuperScript™ Il (Invitrogen Corporation-Carlsbad, USA) (200 U/ul), in
accordance with the manufacturer's instructions. The relative analysis of the
transcripts was performed after real-time PCR in StepOnePlus™ RT-PCR Systems
(Applied Biosystems, EUA) using SYBR Green technology. The results were
normalized based on a house-keeping gene constitutive expression (GAPDH)
followed by analysis of relative expression through AACt. The primers used were:
GAPDH (F: 5-CCACTCACGGCAAATTCAA-3’ and R: 5’-
GATGACAAGCTTCCCATTCTC-3); IL-17 (F: 5-TGCCCTCCACAATGAAAA GA-3
and R: 5-AACACGAAGCAGTTTGGGAC-3) and RORgt (F: 5-TGGAAG
ATGTGGACTTCGTTT-3' and R: 5-TGGTTCCCCAAGTTCAGGAT-3").
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2.7 STATISTICAL ANALYSIS

The differences between groups were analyzed using unpaired
Student t test, except when time post-infection was a variable, where one-way

ANOVA was applied. A p value < 0.05 was considered statistically significant.

3 RESULTS

3.1 INDUCTION OF APOPTOSIS IS CRITICAL FOR STIMULATION OF IL-1B, IL-6 AND TGF-B
DURING C. ALBICANS INFECTION

Previously our group verified that C. albicans CR15 strain caused
apoptosis of macrophages in vitro and during the course of infection [20]. Moreover,
the infection triggered a protective Th17 immune response [18]. Thus, a fluorescence
microscope analysis showed that the CR15 strain was able to induce apoptosis in
approximately 60% of phagocytes when inoculated into the peritoneal cavity (Fig. 1A
and B). The cytokines that polarize the Th17 response, such as IL-1p, IL-6 and TGF-
B, were produced at the site of infection after the apoptotic process (Fig. 2). Our
previously observation verified that C. albicans 577 strain did not induce apoptosis in
macrophages [20] and was also unable to induce active IL-18, TGF-B and IL-6

production during the course of infection (data not shown).

3.2 C. ALBICANS INTRAPERITONEAL INFECTION TRIGGERS THE EXPRESSION OF RORIT-
AND IL-17-MRNA, INDUCING IL-17 PROTEIN SECRETION

The transcription factor RORyt regulates the Th17 immune
responses through transcriptional activation of cytokines, such as IL-17 [16]. After 12
hours of infection, there was a significant increase in both RORyt- and IL-17-mRNA
accumulation in the peritoneal exudate of infected mice compared to non-infected
(Fig. 3A and B).

Although there are data implicating IL-17 and/or Th17 cells in
immunity to C. albicans in various settings, its relative importance at different
anatomic sites has not been fully elucidated. Thus, we evaluated IL-17 production in

exudates of the peritoneal cavity and in the liver of infected mice, during the course of
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infection. A significant increase in IL-17 production was observed at 18 h post-

infection for both investigated sites (Fig. 3C and 3D).

3.3 DEVELOPMENT OF TH17 CELLS DEPENDS ON C. ALBICANS ASPARTIC PROTEASE
ACTIVITY

Considering that C. albicans CR15 was able to cause apoptosis in
macrophages and to trigger the production of cytokines and the transcription factor
necessary for the development of Th17 cells, we investigated whether blockade of
apoptosis could impair IL-17 production. Therefore, C. albicans CR15 was
preincubated with pepstatin-A (125ug/5ul DMSO) for 15 min at 37°C before i.p.
administration in mice, which resulted in the prevention of apoptosis (Fig. 4A and
4C). This was not restricted to the CR15 strain, since a wild-type strain CAl-4, which
induces apoptosis in neutrophils [14], was also able to induce apoptosis in
macrophages in the initial phase of infection (Fig. 4B and 4D). However, when a
strain lacking SAP9 gene (sap94/A) was used, the apoptotic process was also
prevented (Fig 4B and 4D), corroborating previous results that aspartic proteases
could be related to the apoptosis of macrophages [17]. We next investigated whether
impairing Saps activity (mainly Sap9) and, consequently, preventing apoptosis
interfered in the production of IL-17. Accordingly, as shown in figure 5, both
pepstatin-A and the lack of Sap9 significantly reduced IL-17 production in the

peritoneal cavity and liver.

34 IL-10 AND IL-22 ARE INVOLVED IN LATER PHASE OF C. ALBICANS INFECTION

Given that infected apoptotic cells can drive development of Th17
cells, which in turn leads to inflammation, IL-10 could be produced as a regulatory
component [22]. Thus, we analyzed IL-10 production over the course of C. albicans
infection. A significant increase in this cytokine was verified in late phases of infection
(24 h, Fig 6B), which correlated with a reduction in both macrophages and
neutrophils influx into the peritoneal cavity (Fig 6A) and IL-17 production (Fig 3C).
Since our group observed that the infection was not resolved by 72 h [23], we

investigated whether IL-22 production increased the mechanisms of resistance in the
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peritoneum. IL-22 was present at basal levels and increased significantly at 18 h

postinfection, achieving maximum levels by 24 h (Fig 6C).

4 DISCUSSION

Our group previously demonstrated that C. albicans was able to
induce apoptosis in vitro [20] and induced a Th17 immune response in vivo [18].
Concanavalin-A administered three days before inoculum of C. albicans induced
production of IL-17, but the pathogen by itself also triggered an increase in IL-17
levels. In this work, we investigated how the apoptotic process and a fungal aspartic
protease could be interfering in the development of Th17 cells.

The evidence obtained in this study supports the hypothesis that
apoptosis induced in macrophages by C. albicans CR15 effectively induced IL-113
production, whereas the 577 strain was unable to induce apoptosis or the production
of IL-18 and IL-6 (data not shown). In addition to IL-6 and TGF-B production,
biologically active IL-1B occurred in the initial phase of C. albicans CR15 infection
and all three were correlated to the development of Th17.

The Th17 lineage is a recently identified subset, which expresses
high levels of IL-17 under the transcriptional regulation of RORyt, which in this study,
was expressed 12 h postinfection with C. albicans CR15. Together, TGF- and IL-6
can induce RORyt expression, which promotes Th17 development [16]. In this study,
IFN-y production was not detected (data not shown), but high levels of IL-17 were
verified at 18 h postinfection in the peritoneal exudates and liver. Accordingly, in
RORyt deficient mice, naive T cells were unable to differentiate into Th17 cells and
showed no response to IL-23 induction [16].

Sap9 and Sap10 differ from other Saps in that they remain attached
to the cell wall (Sap10) and the cell membrane (Sap9 and Sap10) [13]. Research has
shown that sap9 expression is necessary for efficient recognition and killing of C.
albicans by human neutrophils. The apoptotic process triggered by Sap9 in
neutrophils is the same mechanism that induces ROS production, whereas sap94/A
mutant strain induces lower levels of neutrophil migratory activity, lower levels of
ROS and reduced apoptosis [14]. In this work we used two different designs to
identify the importance of the apoptotic process in the development of Th17 cells: (1)

a mutant strain lacking the gene sap9; and (2) a patient isolate (CR15) co-incubated



43

with pepstatin-A to inhibit Saps activity. Thus, the wild-type (CAl-4) and sap94/A
strains were inoculated by peritoneal pathway to verify the occurrence of apoptosis in
macrophages. Apoptosis was observed in macrophages inoculated by the wild-type,
but not by sap9A/A, highlighting the crucial importance of the Sap9 molecule in
interactions with macrophages. The second design was co-incubation of C. albicans
CR15 with pepstatin-A (an inhibitor of aspartic proteases) before i.p. inoculum, which
led to inhibition of the apoptotic process. These two designs clearly indicate that
Sap9 is important for interacting with macrophages and its enzymatic activity is also
crucial for inducing apoptosis, in agreement with previous observations [17]. The
apoptotic process was correlated with Th17 development and the production of IL-17,
in agreement with Torchinsky and colleages (2009) [26]. When apoptosis was
inhibited (pepstatin-A) or did not occur (C. albicans 577 strain, data not shown), a
significant reduction in IL-17 production was observed in peritoneal exudates and
liver.

We previously reported that C albicans CR1 was able to induce
apoptosis in peritoneal macrophages that was correlated with IL-10 production at 24h
postinfection [23]. In addition pre-incubation of C. albicans CR1 with pepstatin-A
reduced apoptosis and abolished the increase in IL-10 [23]. In this study, a significant
increase in IL-10 was only observed in the later phase of infection and was correlated
with reduced neutrophil migration and an increase in IL-22. This cytokine is known to
contribute to antifungal resistance on mucosal surfaces by assuring epithelial integrity
[27], and low levels of IL-22 are associated with chronic and recurrent mucosal
candidiasis [28]. Our results suggest that IL-17 promotes protection and
inflammation, while IL-10 fine-tunes the immune response to prevent damage to the
host. Additionally, in late infection phases, increased IL-10 and IL-22 levels were
observed as the inflammatory exudate decreased, possibly leading to tissue healing.

Taken together, our data defines a mechanism in which tissue or
cellular damage induced by microbial virulence factors, such as aspartic proteases,
trigger an inflammatory protective role mediated by IL-17, which acts in concert with
IL-22 to prevent fungal infection. Lastly, our data suggested that Sap9 is involved in
macrophages apoptosis induction, triggering a Th17 response. Thus, resistance to
microbial virulence factors and tolerance to tissue damage are complementary host

defense mechanisms that likely operate during disseminated fungal infections.
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FIGURES

Fig. 1 — Induction of apoptosis in macrophages by C. albicans CR15.
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At 30 min postinfection, peritoneal exudates were centrifuged and incubated for 30 min in RPMI
supplemented with 5% FCS and washed to elimination of the nonadherent cells. Next, they were
stained with TACS Annexin V-FITC and fixed in 1% paraformaldehyde to evaluate the index of
apoptotic cells. As negative control (spontaneous apoptosis only), peritoneal exudate cells of non-
infected mice were used. Analysis of fluorescence labeling was performed under a fluorescence
microscope (Leica) by photographing the fields and using Leica Application Suite software. The
images (A) obtained were used to determine the apoptotic index (B) by counting the number of cells in
the field (DAPI+) and apoptotic cells in the same field (FITC+). The index was determined as %
Apoptotic cells = (number of FITC" cells x 100) / total DAPI" cells. *p < 0.05, CR15 vs PBS. Bars
indicate 25 ym.

Fig. 2 —-IL-1B, IL-6 and TGF-B production by peritoneal exudate cells during C.
albicans CR15 infection.
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Mice were inoculated with 10" C. albicans CR15/1 ml PBS. The amounts of IL-18 (A), IL-6 (B) and
TGF-B (C) in the supernatants from peritoneal exudates were determined by capture ELISA. Assays
were performed in duplicate, and the results represent the mean + SEM of five independent
experiments. *p < 0.05 CR15 vs. control.
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Fig. 3 — Expression of mRNA for IL-17, RORyt and amount of IL-17 produced in
peritoneal exudates and liver.
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Real-time PCR was performed to determine the relative levels of mRNA for IL-17 (A) and RORat (B)
expressed by peritoneal cells from infected mice with C. albicans CR15 for 12 h. The results were
normalized based on a house-keeping gene constitutive expression (GAPDH) followed by analysis of
relative expression through AACt. The data represent the mean + SD of three experiments. IL-17
production in the peritoneal exudate (C) and liver (D). The mice were inoculated with C. albicans CR15
and during the infection, the supernatants from each peritoneal exudate and macerated liver were
collected and IL-17 determined by ELISA. Assays were performed in duplicate, and the results
represent the mean + SEM of five independent experiments. *Statistically significant at p < 0.05 for
infected vs. control.
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Fig. 4 — Effect of pepstatin-A and aspartic protease-9 on the induction of apoptosis in
macrophages by C. albicans.
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(A) The presence of pepstatin-A (125ug/5ul DMSO) in the inoculum of C. albicans CR15/1 ml PBS
significantly prevented apoptosis. (B) CAl-4 wild-type strain induced apoptosis at similar levels to
CR15, while the sap9A/A mutant induced lower levels of apoptosis. (C) Apoptotic index after infection
with CR15 in the absence or presence of pepstatin-A and (D) after infection with CAl-4 (wild-type) or
sap9A/A. *Statistically significant at p < 0.05. Bars indicate 10 uym.
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Fig. 5 — Effect of pepstatin-A and aspartic protease 9 on IL-17 production in
peritoneal exudates (A and B) and liver (C and D).
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The mice were inoculated with 1 ml 10’ C. albicans CR15/PBS, with or without pepstatin-A (Pep)
(125ug/5ul DMSO) (A and C). Additionally, mice were inoculated with 1 ml 10 C. albicans CAl-4 (WT)
or sap9A/A mutant (B and D). The amount of IL-17 from supernatants of peritoneal exudates or liver
was determined by capture ELISA. Assays were performed in duplicate, and the results represent the
mean + SEM of five independent experiments. *p < 0.05, infected vs. non-infected groups.
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Fig.6 — Inflammatory influx into the peritoneal cavity and production of IL-10 and IL-
22 during C. albicans infection.
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Mice were infected with 10’ CR15 yeasts and peritoneal exudate was collected, centrifuged and cells
were distributed in coverslips to be further stained with Giemsa. The population of macrophages and
neutrophils (A) were determined through counting of 20 fields in light microscope. (B) IL-10 and IL-22
levels during infection were determined by ELISA assay. Assays were performed in duplicate, and the
results represent the mean + SEM of five independent experiments. *p < 0.05, infected vs. non-
infected group.
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4 CONCLUSAO

Observando os resultados obtidos com a realizacado deste trabalho é
possivel sugerir que o dano celular ou tecidual induzido por fatores de viruléncia dos
micro-organismos, como as SAPs por exemplo, ativam uma resposta inflamatdria
protetora mediada pela IL-17, e que a proteina Sap9 esta diretamente envolvida na
indugao de apoptose em macréfagos peritoneais, ativando a resposta Th17.

Assim, é possivel convluir que a resisténcia aos fatores de viruléncia
e a tolerancia ao dano tecidual sdo mecanismos complementares da defesa do
hospedeiro que provavelmente operam em conjunto durante infecgcbes fungicas
disseminadas visando o controle do crescimento do agente agressor sem sua

completa eliminagéo, e a limitagdo da injuria aos tecidos do hospedeiro.
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ANEXO A
Normas para submissao de artigos no periédico Microbes and Infection (fator de
impacto 2.815).

1 THE CONTENTS OF MICROBES AND INFECTION

Microbes and Infection publishes 15 peer-reviewed issues per year in all fields of
infection and immunity, covering the different levels of host-microbe interactions, and
in particular

- the molecular and cell biology of interactions between hosts and microbes (viruses,
bacteria, parasites and fungi)

- the local response of infected organisms, including pathogenesis

- animal models of infectious diseases

- vaccine development

- all aspects of the immune response to infection

Clinical and epidemiological studies and accounts of clinical trials may be included.
Submission of pure case reports and veterinary studies is discouraged

Special issues ("Forums") focus on the present knowledge of a virulent microbe and

the disease it causes, or on critical issues relevant to the scope of the journal

2 TYPES OF PAPERS

- original report
- review (commissionned)
- special issue (commissioned)

- short communication ; correspondence

3 HOWTO SUBMIT A MANUSCRIPT

Please use our online e-submission site: http://ees.elsevier.com/micinf

Submission of revised manuscript: revision should be returned within two months.
Please Note: BEFORE submitting and/or resubmittting your paper, it is imperative to
have the entire manuscript checked by an English mother-tongue scientist. The

journal does not correct the English syntax.
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4  FORMAT

General information:

Limit the abstract to 200 words or less; limit the text to 5 000 words or less. A
maximum of 50 references is allowed; and a maximum of 6 figures and tables (total)
is allowed. Papers not respecting theses rules will not be sent to the reviewers.
Double-space throughout (including references, figure legends and table footnotes).
Use 2.5-cm (1 inch) margins on all four sides.

Use a font size of at least 12 points.

Number each page top right (title page is 1).

Number each chapter heading, starting with Introduction (see section 6.4. below)

Use either American or English spelling, but not both.

In general, do not use capital letters (except for first letter) for titles, authors names,
section headings, etc.

When referring to figures in the main text, "figure" is abbreviated to Fig. (e.g., Fig. 1).
When referring to tables, use Arabic numerals (e.g., Table 2).

Differentiate between zero and the letter O, and between the number one and the

letter "I".

5 CONVENTIONS

5.1. Microorganisms: Follow guidelines of the International Nomenclature Committee.

Genus and species are written in full the first time the name appears in text;
subsequently, only use the first letter of the genus, followed by the species (e.g.,
Escherichia coli, then E. coli). Note the space between the genus abbreviation and
the species.

5.2. Units of measurement: Follow the Systéme International (Sl). Always respect the

space between the number and the unit (e.g., 100 °C, 25 mg). Do not use commas

for decimals. Use small "|" for liter.

5.3. Use of italic/roman type: Genetic loci are italicized; protein products of the loci

are not italicized. Latin words in current use, such as in vitro/vivo/situ, via, et al., a
posteriori, etc., are not italicized (note the use of abbreviative points for expressions
such as cf., e.g., i.e., et al., etc., which appear in roman type).

5.4. When using Greek letters, use the “font” command and not “insert”.



70

6 ORGANIZATION OF ORIGINAL REPORTS

6.1. Title page:
Title: avoid using uppercase letters other than the first word. Do not use nonstandard

acronyms or abbreviations.

Authors’ names: full first name followed by family name of each author. Superscript
letters (a, b, etc.), not numbers, link the author's name to his/her affiliation. The name
of the author responsible for correspondence and proof correction is indicated by an
asterisk (*) after the superscript letter. Use commas to separate names; do not use
‘and' before the last author's name.

Affiliations: The complete address (department and/or laboratory, college, university,
and full postal address) for each author, preceded by the superscript letter (a, b, etc.)
should follow the list of names.

Each address is in a separate paragraph.

Up-to-date telephone and fax numbers, e-mail address, and present, complete postal
address of the corresponding author appear separately on the title page.

6.2. Abstract and keywords:

Abstract: a maximum of 200 words, summarizing the objective, and major
conclusions. Do not use references, footnotes or abbreviations in the abstract.
Keywords: below the abstract, provide a list of at least 3 keywords which exist in the
MeSH® thesaurus. They are in uppercase letters, separated by semi-colons. They
are used for indexing your paper and express the precise content.

6.3. Abbreviations:

Used as an aid to the reader (therefore, sparingly), for words used at least 3 times,

they are defined in the text the first time they appear, followed by the abbrevation in
parentheses. Use this abbreviation thereafter.

6.4. Main text of original reports:

Each chapter is numbered according to international standard (1. - 1.1. - 1.1.1., etc.).
(See model below). For chapter headings, avoid using uppercase letters other than
the first word, and do not use punctuation at the end.

The length of the main text should not exceed 5 000 words.

Model for numbering of chapters:
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1. Introduction

2. Materials and methods

2.1. Infection models

2.1.1. Mouse model
Titles in Bold and subtitles in Italic
1. Introduction: it should not summarize the results.
2. Materials and methods: avoid the use of commercial names.
3. Results: present the observations, with minimal reference to earlier literature and
to interpretations.
4. Discussion: Avoid repeating parts of the Results.
Acknowledgments: personal acknowledgments precede those of agencies and
institutions.
References
6.5. References:
References are limited to 50
In main text: Numbered references appear in the main text between square brackets
([1], [2, 3], [4-T7], etc.), in the order of appearance in the text, from 1 to n.
In reference list: Numbering corresponds to the references in the text; the list is not in
alphabetical order. Journal titles are abbreviated according to Index Medicus and
Biosis. Only published work and manuscripts in press (indicate the journal which has
accepted them) appear in the list. Manuscripts in the submitted stage, or in
preparation, and personal communications are designated "unpublished" in the text
but are not numbered and do not appear in the list at the end.
Please use the order/style given in the following examples, as well as the exact
punctuation. Use square brackets for the numbering.
Periodicals
[1] D.B. Polk, R.M. Peek Jr., Helicobacter pylori: gastric cancer and beyond, Nat.
Rev. Cancer 10 (2010) 403-414.
Books
An entire volume:
[2] C. Melchiorre, M. Giannella (Eds.), Highlights in Receptor Chemistry, Elsevier,
Amsterdam, 1984.

A chapter in a book:
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[3] K. Takeda, S. Akira, Toll-like receptors: ligands and signalling, in S.H.E.
Kaufmann, R.Medzhitov, S.Gordon (Eds.), The innate immune response to infection,
ASM Press, Washington, DC, 2004, pp.257-270.

6.6. Legends of figures:

Place all legends (including title for each) together on one page. Figures are
consecutively numbered with Arabic numerals (Fig. 1, 2, etc.), according to the order
of appearance in the main text.

6.7. Figures:

A maximum of 6 figures and tables (total) is allowed.

Magnification is indicated by a scale bar.

In the text, indicate where figures should appear: these call-outs are written as "Fig.1,
Fig.2", etc.

Help us reproduce your artwork with the highest possible standards — in both paper
and digital format, by consulting: "How to prepare your graphics files"at the e-
submission site for instructions, http://ees.elsevier.com/micinf

6.8. Tables:

In the text, indicate where tables should appear: these call-outs for tables are written
as "Table 1, Table 2, " etc.

Tables are consecutively numbered with Arabic numerals (Table 1, 2, etc.), according
to the order of appearance in the main text. Each table carries a short title describing
its contents in relation to the main text. Except for the heading and bottom of the
table, avoid horizontal dividing lines; vertical lines are completely omitted from any
table. Instead, the first column is left-aligned, and other columns are generally
centered. (When making tables, use “insert” command and not “tabulation”).

Only the first letter of each heading is capitalized, and any units appear in
parentheses after or under the corresponding heading in roman characters.
Footnotes are collected under a table and referred to in the table by superscript

letters (a, b, etc.). References in tables are numbered between square brackets, e.g.,

[3]

7 FORMAT OF REVIEWS

Reviews do not exceed 7 000 words. References are limited to 70. Reviews begin

with an abstract of about 50 words, stating the topic of the review or summarizing its
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content. The main text may be divided into sections with subheadings, and it ends

with a concluding section.

8 SHORT COMMUNICATIONS

Follow the instructions for original reports. 100 words (abstract), 2 500 words (main

text),25 references maximum, 3 figures/tables total.

9 REPRINTS

We provide 25 free reprints. To purchase additional reprints, fill in the order form
which accompanies the proofs and return it to the publisher together with the

corrected proofs.

10 COPYRIGHT

Submission implies that the paper reports original research, has not been published
previously, is not under consideration for publication elsewhere, and will not be
published in whole or in part elsewhere (in the same or in any other language). As
soon as the article is accepted, the author is considered to have transferred his or her
rights to the publisher; submit a permission request using the online form at

http://www.elsevier.com/locate/permissionsJ



