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Resumo 

 

O objetivo do estudo foi avaliar as interações entre macrófagos e Candida 
albicans quanto à fagocitose, capacidade de matar C. albicans e propriedade 

dos diferentes isolados de C. albicans em causar condensação de cromatina 

nuclear e apoptose de macrófagos. Os macrófagos foram obtidos de 

camundongos pré-tratados com PBS ou concanavalina-A (Con-A) por 72 horas e 

co-incubados com C. albicans (CR15, 577, CR1) por 1 hora a 37 oC. C. albicans 
opsonizadas com soro foram co-incubadas com macrófagos pré-tratados com 

Con-A, que apresentaram 80% de fagocitose para cepa CR1, 40% para cepa 

577 e 50% para cepa CR15; levando a redução do inóculo de 2 vezes mais do 

que os macrófagos de animais tratados com PBS. As cepas CR15 e CR1 

quando opsonizadas induziram a condensação de cromatina nuclear em 30% 

dos macrófagos; sendo que a cepa 577 não induziu apoptose. Uma das 

características da apoptose é a exposição da fosfatidilserina de macrófagos, 

sendo que macrófagos que fagocitaram a cepa CR15 entraram em apoptose, 

evidenciado pela ligação com anexina V-FITC.  A ativação de macrófagos por 

Con-A causou uma maior atividade de receptores de manose e maior eficácia na 

morte de C. albicans, os quais foram mais resistentes a indução de apoptose por 

cepas CR1 e CR15 enquanto os macrófagos de animais tratados com PBS 

foram menos ativados; fagocitaram pouco via receptores de manose e muito 

através de receptores para o complemento e por não terem potencial 

candidacida como os ativados por Con-A, ficaram mais susceptíveis à apoptose 

induzida por cepas CR1 e CR15. Portanto, a Con-A é um imunomodulador que 

contribuiu com a eliminação de C. albicans através de macrófagos. 

 

Palavras chaves: apoptose, macrófagos, Candida albicans, concanavalina-A. 
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Summary 

 

The objective of this study was to evaluate the interactions between 

macrophages and Candida albicans in relation to phagocytosis, and their 

capacity to kill C. albicans and the capacity of the different isolates of C. 
albicans in to cause nuclear chromatin condensation and apoptosis of the 

macrophages. The macrophages were obtained from mice pre-treated with PBS 

or concanavalin-A (Con-A) for 72 hours and co-incubated with C. albicans 

(strains: CR15, 577 and CR1) for 1 hour at 37 oC. C. albicans initially opsonized 

with serum and co-incubated with macrophages pre-treated with Con-A,  

presented 80% of phagocytosis for CR1 strain, 40% for 577strain and 50% for 

CR15 strain; the inoculum was reduced twice the number of the macrophages 

for each animal treated with PBS.  Strain CR15 and CR1 when opsonized, 

induced the nuclear chromatin condensation in 30% of the macrophages; while 

577 strain did not induce apoptosis. The macrophages that phagocytized CR15 

strain presented apoptosis that was evidenced by the link with anexina V-FITC. 

The activation of macrophages by Con-A caused a higher activity of the 

mannose receptors and greater effectiveness in the C. albicans death, since 

they were more resistant to the induction of apoptosis by CR1 and CR15.  The 

macrophages of animals treated with PBS were less activated; they 

phagocytized little via receptors mannose and a lot via receptors complement. 

And also, they don’t have candidacidal potential as the ones activated by Con-A 

and they were more susceptible to apoptosis induced by CR1 and CR15. In 

conclusion it was observed that Con-A is an immunomodulator that contributes 

to the elimination of C. albicans by macrophages. 

 

Key Words: apoptosis, macrophages, Candida albicans, concanavalin-A. 
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1. Introdução 

 

1.1. Características gerais de Candida albicans  

 

Candida albicans foi primeiramente descrita em 1853 por Robim, 

como Oidum albicans e desde então a espécie recebeu 100 sinônimos e passou 

por 18 gêneros. Destes gêneros, apenas dois prevaleceram ao longo do tempo 

para referir-se a esta espécie: O gênero Monilia no qual estava incluída a 

espécie Monilia candida (Plaut, 1885) e depois Monilia albicans (Zopt, 1890) 

terminologia utilizada quando Berkhout (1923) propôs o gênero Candida e a 

espécie Candida albicans, aceito pelo 3° Congresso Internacional de 

Microbiologia em Nova York ocorrido em 1939. Desde então passaram para o 

gênero Candida todas aquelas leveduras que não se encaixavam no gênero 

Monilia e todas as infecções produzidas por Candida passaram a chamar-se 

candidíase (PARDI & CARDOZO, 2002). 

C. albicans é um organismo heterotrófico que usa fontes orgânicas 

de carbono para síntese de carboidratos, lipídeos, ácidos nucléicos e proteínas. 

Podem ser aeróbicos ou anaeróbicos facultativos e obtém seus nutrientes por 

absorção e apresentam glicogênio como material de reserva (COLE, 2000). 

A forma de levedura consiste em uma célula oval ou arredondada; 

a qual sofre um processo de transformação, originando a forma denominada de 

pseudo-hifa, formada por uma cadeia de células alongadas com uma visível 

constricção no local de septação; ou uma forma filamentosa sem constricção no 

local da septação denominada de hifa (SUDBERY et al., 2004).  
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Brotamento de levedura 

Pseudo-hifa

Tubo germinativo 

Hifa

Célula mãe

Figura 1 - Morfogênese de C. albicans. Fonte: (COLE, 2000).  

 

C. albicans possui a notável capacidade de sobreviver e proliferar 

mesmo sob mudanças radicais do ambiente, adaptando-se os extremos de pH, 

osmolaridade, disponibilidade de nutrientes e temperaturas (HUBE, 2004). Essa 

versatilidade contribui para o sucesso de C. albicans, colonizar como comensal, 

diferentes sítios anatômicos em indivíduos saudáveis (SOLL, 2002a) e como 

patógeno, causando infecção em diferentes locais do corpo, especialmente em 

pacientes imunodeprimidos (CALDERONE & FONZI, 2001). 

A parede celular contém microfibrilas de quitina inserida em uma 

matriz de polissacarídeos, proteínas, lipídeos, sais inorgânicos e pigmentos. A 

parede serve de âncora para o citoesqueleto e delimita o protoplasma. Há três 

tipos de polissacarídeos na parede celular de C. albicans: polímeros de glicose 

com ligações β-1,3 e β-1,6 (β - glucanas); polímeros de N-acetil-D-Glucosamina 

contendo ligações β-1,4 (Quitina) e polímeros de manose associada 
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covalentemente a proteínas, além de proteínas (6% a 25%) e lipídeos (1% a 

7%). 

As microfibrilas e as quitinas são componentes estruturais da 

parede, sendo também responsáveis pela resistência da parede (CHAFFIN et 

al., 1998).  

 

 

                         Figura 2. Diagrama das seis camadas da parede celular de C. albicans 
(CALDERONE & BRAUN, 1991). 

 

1.2 Fatores de Virulência 

 

A maioria das propriedades relacionadas a patogenicidade e 

virulência de C. albicans reside na parede do fungo, que age como barreira de 

permeabilidade protegendo a célula contra injúrias osmóticas e físicas além de 

mediar a interação inicial entre o microrganismo e o ambiente (LÓPES-RIBOT et 

al., 1995). 
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Além da parede celular C. albicans possui outros importantes 

fatores de virulência como: aderência em células do hospedeiro; formação de 

tubos germinativos; secreção de proteinases e fosfolipases e “switch” fenotípico 

(LYON & RESENDE, 2006). 

 

1.2.1 Aderência em células do hospedeiro 

 

A adesão do microrganismo à superfície da célula do hospedeiro é 

um pré-requisito para colonização e infecção (SAMARANAYAKE & 

MACFARLANE, 1982; FILLER, 2006).  

TRONCHIN et al. (1984) relataram que a estrutura fibrilar e 

grânulos de polissacarídeos na superfície de leveduras poderiam mediar à 

adesão em células epiteliais. Segundo CALDERONE & PHILLIS (1991), 

adesinas são biomoléculas que promovem aderência dos patógenos na célula 

do hospedeiro, ligam-se a proteínas da matrix extracelular de células de 

mamíferos, como fibronectina (FN), laminina, fibrinogênio e colágeno tipo I e IV 

(HOSTETTER, 1994). Alguns tipos de adesinas importantes já demonstradas em 

C. albicans são: ALS1p, ALS5p, HWp1p (isoladas de hifas e tubo germinativo), 

MNT1p (célula epitelial bucal humana), INT1p (faz ligação de MEC, FN, 

Laminina e Colágeno tipo I e IV à célula epitelial), (CALDERONE & FONZI, 2001; 

SUNDSTROM, 1999; HOSTETTER, 1994).  

ALS1p e ALS3p (aglutininas) medeiam aderência em células 

endoteliais vasculares e células epiteliais da cavidade bucal (SHEPPARD et al., 

2004). Ambas ALS1 e ALS3 são expressas principalmente pelas hifas, que 

também expressam outros genes para outras adesinas como HWP1 (proteína 

um de parede hifal) (NOBILE & MITCHELL, 2005). ALS1p é essencial para 

virulência na disseminação hematogênica em modelo experimental (FU et al., 

1998).  
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1.2.2 Formação de tubos germinativos 

 

C. albicans pode mudar de leveduriforme para forma filamentosa, 

podendo ser encontradas em tecidos infectados (ODDS, 1998). Segundo 

KOBAYASHI & CUTLER (1998) e GALE et al. (1998), a capacidade de C. 

albicans mudar reversivelmente de forma é importante e fundamental para 

virulência. 

A convivência de levedura – hospedeiro ocorre durante toda a vida, 

sendo detectadas na microbiota humana. A princípio, a presença de cepas de 

Candida na microbiota do ser humano não induz nenhum transtorno que possa 

favorecer patologia, embora as leveduras de Candida sejam o fungo mais 

oportunista já descrito. Todavia, quaisquer alterações orgânicas, independente 

da natureza, favorecem a manifestação infecciosa deste fungo leveduriforme. 

Isso ocorre principalmente quando há alterações do sistema imunológicio, dos 

aspectos físico-químico e biológico da pele ou mucosa envolvida, propiciando a 

sua proliferação exarcebada com expressão de seus fatores de virulência 

(RIBEIRO et al., 2004). De acordo com Romani et al. (1997b) a forma 

leveduriforme é observada durante a proliferação e a forma filamentosa durante 

a invasão dos tecidos infectados e de células do sistema imune. Entretanto, 

ambas as formas, levedura e filamentosa, podem ser encontradas em muitas 

lesões, sugerindo que ambos têm um papel no desenvolvimento e progressão 

da doença. LO et al. (1997) construíram um mutante duplo com ausência dos 

genes CPH1 e EFG1. O grupo de Candida cph1/cph1, efg1/efg1 não induziram 

forma filamentosas e não apresentaram virulência. 

      

1.2.3 Secreção de proteinases e fosfolipases 

 

A produção de enzimas hidrolíticas por C. albicans é um fator de 

virulência e tem papel central na patogênese, sendo as aspartilproteinases 
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secretadas (SAP) e fosfolipases (PL) duas grandes famílias de enzimas de C. 

albicans associadas à virulência.  

De quatro fosfolipases (PL) identificadas (PLA, PLB, PLC e PLD) 

apenas PLB1 esta ligada à virulência de candidíase em modelo animal. PLB1p é 

uma glicoproteína, provavelmente secretada, que tem atividade hidrolase e 

trancilase-lisofosfolipase, cuja atividade tem sido recentemente detectada em 

hifas durante a invasão de tecidos (GHANNOUM, 2000). Segundo Mclain & 

Dolan (1997), a fosfolipase D é requerida para o processo de transição levedura-

hifa.   

A atividade de proteinases de C. albicans está associada com a 

família de 10 SAPs com peso molecular aproximadamente 35 e 50 kDa, 

codificadas pelos genes SAP1-10 (FELK et al., 2000),  

A presença de 10 genes SAP sugere que diferentes proteinases 

podem ter uma variedade de alvos nas células e tecidos do hospedeiro durante 

infecção por C. albicans (NAGLIK et al., 2004). Todos os 10 genes SAPs 

codificam pró - enzimas, que são processadas quando transportadas para via 

secretória (MONOD et al., 1998). As SAPs são ativadas por peptidases no 

reticulo endoplasmático e por uma “Kex2-Like” proteinases no complexo de Golgi 

(HUBE, 1998). A vantagem da expressão de genes para proteinases é a 

produção de enzimas SAP com atividade proteolítica em distintos valores de pH, 

o que possibilita a colonização e infecção por C. albicans nos diferentes sítios. 

Assim, as SAP1 - 3 são associadas à levedura e tem uma atividade em pH 3 a 5 

enquanto SAP4 - 6 são associadas a hifa  em pH 5 a 7 (HUBE et al., 1994; 

NAGLIK et al., 2003). 

SAP 1 e 3 estão envolvidas na mudança fenotípica (WHITE & 

AGABIAN, 1995). Tem papel na penetração de C. albicans nos tecidos, 

encontradas em superfície de mucosas; produzindo danos no tecido 

(SCHALLER et al., 1998).  

 A SAP 2 é regulada por proteínas exógenas ou peptídeos via um 

mecanismo “feed back” positivo (NAGLIK et al., 2004). Também degradam 
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muitas proteínas humanas em mucosas incluindo matrix extracelular e proteínas 

de superfície do hospedeiro como queratina, colágeno, vimentina, fibronectina, 

laminina e mucina (RAY & PAYNE, 1990). Constituintes que participam do 

sistema de defesa do hospedeiro, podem ser hidrolisadas e clivadas pela SAP2, 

incluindo lactoferrina salivar, muitas imunoglobulinas (incluindo IgA secretória), 

lactoperoxidase, catepsina D (uma enzima lisossomal), componente C3 do 

complemento, citocina pró-inflamatória (interleucina-1β), α2-macroglobulina (um 

inibidor de proteinase no plasma), cistatina A (um inibidor proteinase cistina), 

endotelina -1 humana (uma serina proteinase do sistema cinina calicreína) e 

precursores de proteínas da cascata de coagulação do sangue (BEAUSÉJOUR 

et al., 1998). 

As SAPs 4 – 6 são exclusivamente expressas durante a formação 

da hifa com atividade em pH neutro (WHITE & AGABIAN, 1995; TAVANTI et al., 

2006) e nunca encontradas em blastoconídeo. SAP 6 contribui para o sistema de 

infecção, principalmente sistêmica, incluindo peritonites em camundongos, além 

de causar danos teciduais no fígado e outros órgãos parênquimais ( HUBE et al., 

1994). 

Estudos in vitro demonstraram que a expressão do mRNA da 

SAP7 nunca foi detectado em condições laboratoriais testadas. Entretanto, a 

SAP8 foi detectada em leveduras cultivadas a 25 oC em um meio definido 

(HUBE et al., 1994), além de ser eficientemente expressa em temperaturas 

fisiológicas durante infecções em humanos e animais (RIPEAU et al., 2002). 

Contudo, SAP9 e 10 são expressas tardiamente nas mesmas condições de 

crescimento da SAP8 (MONOD et al., 1998). 

Em modelos animais, o nível de atividade de SAPs correlaciona-se 

diretamente com o grau de virulência. Cepas de C. albicans mutantes para 

proteases são menos virulentas e mais facilmente fagocitadas. Chung et al. 

(1985), demonstraram que um mutante deficiente de proteinases, derivado de 

uma cepa produtora de proteinases, teve reduzido a sua virulência em 

camundongo e foi mais facilmente fagocitada por leucócitos polimorfonucleares 

de camundongos. 
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Estudos realizados por Andrade & Felipe (1992) demonstraram “in 

vitro” que proteinases de C. albicans participam na morte precoce de macrófagos 

peritoneais, e que adição de albumina ou pepstatina ao meio de incubação 

protege as células fagocíticas dos efeitos deletérios das proteinases.  

Cassone et al. (1999) verificaram que o tratamento com inibidores 

de proteases diminui a adesão de C. albicans em células epiteliais, mostrando 

serem essas enzimas importantes para uma efetiva adesão. Pacientes aidéticos 

submetidos à terapia anti-retroviral com inibidores de proteases do HIV (ritonavir, 

indinavir) recuperam-se dos episódios de candidíase orogástrica, evidenciando a 

contribuição das proteases para virulência da C. albicans (Arribas et al., 2000). 

 

1.2.4. Alteração fenotípica 

 

Switching fenotípico é a capacidade de mudança visível entre dois 

tipos celulares (MILLER & JOHSON, 2002), por exemplo, células brancas e 

opacas descrita por Soll (2002a) e já observada em alguns isolados clínicos de 

C. albicans (SLUTSKY et al., 1987). 

Essa capacidade de alteração fenotípica ocorre em freqüência 

extremamente alta podem ser distinguidos por diferentes morfologias de 

colônias. O processo de mudança fenotípica regula a expressão de um número 

de genes de fase especifica, incluindo PEP1 (SAP1 E SAP3) OP4, CDR3, 

CDR4, NIKI, WH11 E EFG1 (KVAAL et al., 1999). 

A alta freqüência de mudanças fenotípicas tem sido também 

demonstrada regular uma transcrição de características fenotípicas implicadas 

na patogênese, incluindo a antigenicidade, a sensibilidade a neutrófilos, a 

adesão, a suscetibilidade a agentes antifúngicos, além de participar na transição 

de levedura para hifa. Por essa razão, tem sido sugerido que a variação 

fenotípica representa um fator de virulência devido a combinação de expressão 

de vários genes (KVAAL et al., 1999). 
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As colônias de C. albicans podem variar entre lisa, áspera, 

brilhosa, estrelada, anelada e enrugada em alta freqüência (SLUTSKY et al., 

1985).  

 

Figura 3 – Características de mudanças morfológicas do grupo 3153ª de C. albicans em ágar 

zinco: A) Lisa; B) Estrelada; C) Anel; D) Dobras irregulares; E) Cheia de pontos; F) Chapéu; G) 

Felpuda; H) Lisa. Fonte: SOLL, 2002b. 

 

Entretanto, o mecanismo básico de mudança fenotípica e o papel 

dessa mudança na virulência de C. albicans não está claro. Colônias lisas e 

brancas com células redondo-oval (branca) podem mudar-se para células 

achatadas e cinzas; alongadas ou forma de feijão (opaca). SAP1 e SAP3 são 

expressas especificadamente em células opacas, considerando que SAP2, 

WH11, e EFG1 são expressas especificadamente por células brancas 

(SLUTSKY et al., 1985).  
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1.3 Mecanismos de defesa do hospedeiro 

 

Sabe-se que os mecanismos de defesa do hospedeiro influenciam 

na manifestação e gravidade de infecções fúngicas, de tal modo que a forma 

clínica da doença depende da resposta imune do paciente (PUCCETTI et al., 

1995). Estes mecanismos de defesa são constituídos pela imunidade inata e 

adaptativa (HUFFNAGLE & DEEP, 2003). 

Mecanismos de defesa inata estão presentes em locais de 

interações continua com o fungo incluindo a superfície do corpo, que funciona 

como barreira, a superfície epitelial da mucosa do trato respiratório, 

gastrintestinal e trato geniturinário (ROMANI, 2002).  

 A defesa inata contra fúngos em mamíferos é mediada por células 

e fatores humorais.  Dentre as células, as mais importantes são fagócitos 

profissionais, neutrófilos, leucócitos mononucleares (monócito e macrófagos), 

células dendriticas (DC), célula Natural Killer (NK), e células não 

hematopoiéticas, como células epiteliais e endoteliais (ROMANI, 2002). 

 A resposta da imunidade inata para fungos é essencial devido sua 

atividade efetora direta que pode levar a destruição completa por um processo 

fagocítico, ou então por secreção de componentes microbicidas. Além disso, a 

cooperação com células dos mecanismos adaptativos leva a produção de 

mediadores pró - inflamatórios, incluindo quimiocinas e citocinas, e a indução de 

atividade co-estimulatória por células fagocíticas (ROMANI, 2002). 

Macrófagos têm um importante papel nos mecanismos de defesa, 

fagocitando e apresentando antígenos, liberando citocinas e interagindo com 

outras células de defesa (MURPHY et al., 1994; MARODI et al., 1998; 

VAZQUES–TORRES & BALISH, 1997). 

QUIAN et al. (1994) realizaram um estudo que mostra a 

importância de macrófagos no controle da infecção de C. albicans especialmente 

na candidíase sistêmica. Os macrófagos do baço foram eliminados tratando os 
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animais com LC12MDP (conjunto de lipossomo diclorometileno difosfonato), o 

que levou à redução do número desses macrófagos, e então desafiaram os 

animais com C. albicans. Os autores observaram que C. albicans disseminava 

sistemicamente chegando aos rins. Além disso, observaram que os 

camundongos que receberam o tratamento para eliminar os macrófagos 

morreram muito mais cedo do que os camundongos controle.  

A restrição do crescimento fúngico no hospedeiro ocorre por 

combinação dos mecanismos oxidativos e não oxidativos, no qual mais tarde 

consistem da desgranulação intracelular, ou da liberação de moléculas efetoras 

extracelular, tais como defensinas, peptídeos catiônicos neutofilicos e 

sequestramento de ferro (ROMANI, 2002; HERING & SHENG, 2001). 

Intermediários reativos de oxigênio (ROIs) são muito importantes 

para a destruição dos microrganismos. Um sistema muito importante é da 

NADPH oxidase que é uma enzima de múltiplas subunidades que são reunidas 

nos fagócitos ativados. A NADPH oxidase é induzida por sinais como receptores 

semelhantes a Toll (TLRs) e Interferon - gama   (INF-γ). Essa enzima tem a 

função de reduzir o oxigênio molecular em ROIs, em radicais superóxido, como 

forma induzida do fosfato de nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADPH), que 

agem como co-fator. O nome dado ao processo para formação de ROIs é 

chamado de explosão respiratória (MANSUR & LEVITZ, 2002). 

ROIs são prejudiciais aos fungos modificando suas proteínas, 

como quebra de ácidos nucléicos e lipoperoxidação (MANSUR & LEVITZ, 2002).  

Macrófagos também podem produzir reativos intermediários de 

nitrogênio como o óxido nítrico que forma peróxido nitrito, uma potente molécula 

que pode destruir blastoconídeos de C. albicans (MARÓDI et al., 1998).  

Mais especificamente blastoconídeos de C. albicans foram mais 

susceptíveis à morte por radicais livres em células fagocíticas mononucleadas 

através do sistema haleto-peróxido de hidrogênio e mieloperoxidase, e 

intermediários reativos de nitrogênio (RNI). As atividades candidacida de 

células fagocíticas mononucleadas têm sido associadas também com a 
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produção de ânion superóxido, um dos produtos do metabolismo dos reativos 

intermediários de oxigênio (ROI) que é essencial para macrófagos na “morte 

oxidativa” (MARÓDI et al., 1991). Muitos dos metabólitos candidacidas 

produzidos pelos macrófagos (anion superóxido, peróxido de hidrogênio, 

radical hidroxil, NO e peróxido nitrito) são moléculas solúveis e podem reagir 

com um grande número de moléculas alvos (MILLER & BRITIGAN, 1997). A 

destruição de hifas e leveduras por neutrófilos envolve a liberação de oxidantes 

(por exemplo, ácido hipocloroso) que causam destruição do DNA e proteínas 

(ROILIDES et al., 1992). 

A ativação de macrófagos é importante para a atividade 

candidacida. Algumas citocinas ativam macrófagos; especialmente interferon-

gama (INF-γ). Essa citocina é um potente estimulador da capacidade do 

macrófago em destruir a C. albicans (MURPHY et al., 1994). 

Outras citocinas que podem ativar macrófagos são GM – CSF, M-

CSF, IL-1, IL-13 e IL-4. Essas citocinas têm sido identificadas por estudos 

realizados in vivo e in vitro em humanos e animais (ODDS, 1998; VAZQUEZ-

TORRES & BALISH, 1997; MURPHY et al., 1994). A imunidade mediada por 

macrófagos envolve a participação de células Th1 e isso é considerado 

importante para resistência nas candidíase sistêmica e mucocutâneas (JENSEN 

et al., 1996). 

Monócitos obtidos de sangue periférico humano utilizam receptores 

para complemento para fagocitose de C. albicans enquanto que macrófagos 

diferenciados a partir de monócitos expressam também receptores para manose 

(MARÓDI et al., 1991). Diversos trabalhos mostram que opsoninas do 

complemento aumentam a fagocitose de C. albicans pelos macrófagos (LEIJH et 

al., 1977; GAZIRI et al., 1999; DOS SANTOS et al., 2002).  

 A relevância do componente de C3 na fagocitose de C. albicans 

pelos macrófagos é enfatizada pelo fato que blastoconídeos são capazes de 

ativar a via das lectinas do complemento. Especialmente as mananas e as 

glucanas (β-D-(1,3) e β-D (1,6)) podem ativar o complemento pela via das 

lectinas (DOS SANTOS et al., 2002).  
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O mecanismo inato reage à presença de fungos por mecanismos 

que permite a identificação não só de fungos, mas de um amplo espectro de 

patógenos pelo reconhecimento de padrões moleculares típicos presente nestes 

microrganismos (PAMPS). Este reconhecimento de PAMPs por células do 

mecanismo inato é feito por receptores de superfície celular por um repertório de 

proteínas codificadas na fase germinativa, designados receptores de 

reconhecimento padrão (PRRS) onde se incluem os receptores Tipo Toll (TLRs) 

(GIL & GOZALBO, 2006).  

 A ligação de PAMPs de fungos ao receptor “Toll Like” 2 (TLR2) 

sinaliza para produção de citocinas inflamatórias, como o fator de necrose 

tumoral (TNF) e interleucina - 1β (IL -1β) e a IL-10 (NETEA et al., 2002).  A 

sinalização completa do TLR2 pelo zimosan ocorre depois que a β-glucana é 

reconhecida pelo receptor dectin-1 (GANTNER et al., 2003), o qual reconhece 

distintos componentes microbicidas por diferentes classes de receptores do 

sistema imune inato (LEBRON et al., 2003).  

A produção de TNF-α e IL-8 em resposta a C. albicans pode 

também ocorrer de maneira dependente em TLR4, ocasionando diminuição da 

resistência à infecção em ratos com deficiência em TLR4, juntamente com a 

liberação de quimiocinas. Conseqüentemente ambos os receptores TLR2 e 

TLR4 estão envolvidos na defesa do hospedeiro contra fungos (BELLOCCHIO et 

al.; 2004). 

Outros receptores como, por exemplo, receptor de manose e 

Dectin-1 são utilizados pelos fagócitos para o reconhecimento de C. albicans. 

Receptores de manose na superfície de macrófagos participam na fagocitose de 

microrganismos com a superfície celular rica em manana. A fagocitose mediada 

por receptores de manose pode ser especialmente importante para C. albicans 

que apresenta manose na camada externa da parede celular de levedura 

(EZEKOWITZ, 1992; MARÓDI & JOHNSTON, 1993; GAZIRI et al., 1999; 

MORESCO et al., 2002; LOYOLA et al., 2002). 

Na parede de C. albicans há grande quantidade de β-glucanas 

inacessível ao receptor Dectin-1. Durante o crescimento da levedura esta 
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termina por apresentar deformidades na parede celular que expõe β-glucanas ao 

qual o receptor termina se ligando. A cicatriz da levedura é suficiente para 

permitir a ativação de Dectin-1. Ficou demonstrado também que Dectin-1 além 

de ativar macrófagos na produção de espécies reativas de oxigênio, aumenta 

também a produção de citocinas inflamatórias e quimiocinas. Com a ativação 

dos macrófagos devido ao receptor Dectin-1 ha um aumento da produção de 

TNF-α e IL-12.  C. albicans na forma filamentosa não expõe β-glucana, pois não 

há neste caso separação da célula mãe e filha e, portanto não há ativação do 

receptor Dectin-1 (GANTNER et al., 2003).        

Segundo Romani et al. (2002), a IL-10 produzida por células da 

imunidade inata previne a ativação excessiva das funções efetora inata, 

enquanto que a produção de IL-10 secretada pelas células T é a principal 

responsável para o estabelecimento do comensalismo e talvez latência e 

persistência fúngica.  

 O IFN-γ é considerado um excelente estimulador da capacidade 

de macrófagos para matar C. albicans. O IFN-γ ativa células fagocíticas 

mononucleadas de diferentes hospedeiros, e sítios anatômicos, estimulando os 

mecanismos dependentes de oxigênio e independente de oxigênio (ROI e RNI) 

(VECCHIARELLI et al., 1989). A síntese de IFN-γ serve como um sinal de 

ativação para aumentar a capacidade candidacida de células efetoras como 

macrófagos (CENCI et al., 1989). 

 

Provas adicionais do papel protetor da resposta Th1 na 

candidíase sistêmica originam de estudos com camundongos imunizados com 

uma cepa atenuada de C. albicans mantendo uma infecção crônica dos rins e 

subseqüentemente desafiado i.v. com uma cepa virulenta de C. albicans. A 

depleção de células CD4+ e IFN– γ de camundongos imunes a C. albicans 

causou uma maior suscetibilidade para o segundo desafio com C. albicans. 

Tratamento de camundongos com IFN-γ aumentou a defesa para o segundo 

desafio com C. albicans. Devido a isso esses estudos indicam a importância da 

síntese de INF-γ pelas células T para ativação de macrófagos para um estado 

de resistência à candidíase sistêmica. Resistência a candidíase sistêmica pelo 
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sistema imune parece estar relacionada com o INF-γ e resposta imune Th1 

além do desenvolvimento de hipersensibilidade tipo tardia para antígenos de C. 

albicans (ROMANI et al., 1991). 

 Mecanismos independentes de células T podem resultar na 

síntese de IFN-γ por células Natural Killer (NK) que ativam os macrófagos 

aumentando a produção de TNF-α. No início de uma candidíase sistêmica o 

TNF-α tem função protetora (VAZQUEZ-TORRES & BALISH, 1997).  

Administração de IFN-γ foi associada com a melhora na 

sobrevivência de camundongos desafiados com uma dose letal de C. albicans e 

correlacionado com atividade candidacida de macrófagos peritoneais 

(REDMOND et al., 1993). E ainda, camundongos nocautes para IFN-γ tiveram 

redução na sobrevida para 16,7% versus 55% para camundongos controle. 

Impedimento na produção de óxido nítrico por macrófagos peritoneais foi 

mostrado apenas no grupo IFN-γ-/-. Os resultados evidenciam o importante 

papel de IFN-γ em candidíase sistêmica murina (KÁPOSZTA et al., 1998). A 

produção de IFN-γ por LT e células NK dependem da produção de IL-18 e IL-12 

por macrófagos, desde que camundongos nocautes para estas citocinas têm 

significante redução nos níveis de IFN-γ e aumentado número de UFC nos rins 

(KULLBERG et al., 2002). 

 

1.4. Ativação de macrófagos pelo imunomodulador Concanavalina-A 
(Con-A) 
 

Os linfócitos iniciam um importante papel no sistema imune contra 

invasão de microrganismos. Quando o sistema imune encontra um antígeno, 

ocorre proliferação de linfócitos, maturação e produção de linfocinas. 

(PERLMUTTER et al., 1989). 

 

A lectina mitogênica concanavalina-A (Con-A), isolada de 

Canavalia ensiformis mimetiza a ativação por antígenos e induz ativação 

policlonal de linfócitos (AGRAWAL & GOLDSTEIN, 1968). Con-A se liga 
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diretamente às moléculas de carboidratos (D-glucopiranosídeo e D-

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

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

TCRs na superfície celular, resultando na indução da resposta celular 

(ANDERSON & MELCHERS, 1976). A ativação de células Th1 induz produção 

de citocinas como IL-2, IFN-γ e TNF-β (BERTRAN et al., 1997; BARBUTO, 

2001).   

 

Felipe et al. (1995), demonstraram que os camundongos tratados 

com Con-A, apresentaram maior capacidade em eliminar o inóculo de C. 

albicans da cavidade peritoneal, baço, fígado e rim, em relação aos animais 

controle.  

 

Posteriormente, Arraes et al. (1997), mostraram que macrófagos 

da cavidade peritoneal de camundongos pré-tratados com Con-A, foram 

capazes de fagocitar Serratia marcescens tanto in vivo e in vitro, enquanto 

fagócitos de camundongos controle não foram capazes. Além disso, 

camundongos pré-tratados com Con-A sobreviveram após um inóculo letal de 

S. marcescens e animais do grupo controle morreram 15 h após a inoculação. 

 

Em 1999, Gaziri et al., observaram que 4 dias após a 

administração de uma única dose de Con-A em camundongos houve uma 

predominante ativação nos macrófagos do exsudato peritoneal e que esses 

macrófagos aumentaram significantemente fagocitose do isolado 577 de C. 

albicans quando comparados com macrófagos do controle. Foi descrito 

também que essa fagocitose é mediada por receptores de manose ativados por 

Con-A que aumentou a população de macrófagos que expressa receptores de 

manose. Como Con-A induz a produção de IFN-γ via resposta Th1, o inóculo 

intraperitoneal de C. albicans após 48 h foi eliminado completamente e nos 

camundongos controles foi encontrado na cavidade peritoneal, baço, fígado, 

rim e fígado após 72h da inoculação (FELIPE et al., 1995).   

 

Loyola et al. (2002), demonstraram que 6 horas após 

administração de Con-A havia uma migração de neutrófilos ativados para 
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cavidade peritoneal. Um grupo de camundongos submetidos a este tratamento 

sobreviveu ao inóculo de 1x108 do isolado 577 de C. albicans, enquanto 50% 

dos não tratados morreram. Também foi observado que os macrófagos além 

de terem um importante papel na defesa contra candidíase tiveram um 

aumento de atividade de receptores de manose evidenciado pelo aumento de 

interiorização do ligante albumina-manose-FITC, comparado aos macrófagos 

de animais tratados com PBS. Esse aumento de atividade de receptores de 

manose foi também evidenciado pelo aumento de fagocitose de C. albicans 

atingindo o máximo pelo tratamento com Con-A 72 a 96 horas antes da retirada 

dos macrófagos para ensaios fagociticos. A adição de Con-A sobre os 

macrófagos de animais com PBS não alterou a fagocitose, sugerindo que a 

ativação de macrófagos pela Con-A é mediada por citocinas de linfócitos Th1.    

 

Ainda em 2002, Moresco et al., demonstraram que o tratamento 

com Con-A de camundongos adultos ou na fase de lactação, provavelmente 

por Con-A se ligar a resíduos de carboidratos em linfócitos Th1 estimulou a 

liberação de INF-γ, qual ativou os macrófagos e resultou em uma melhor 

atividade fagocítica e candidacida via receptores de manose.  A maior atividade 

de receptores de manose foi evidenciada usando inibidores específicos de 

receptores de manose (manana e manose).   

 

Em 2007, Conchon-Costa et al., demonstraram que Con-A, 

exerceu um efeito protetor contra C. albicans (CR15), e que a proteção 

exercida por Con-A era tempo dependente, onde camundongos infectados 

após 3 dias de tratamento com Con-A, sobreviveram 100% enquanto que os 

camundongos do grupo controle somente 20% sobreviveram em um período de 

28 dias. Camundongos que receberam um inóculo de 107 blastoconideo 

mantiveram sua atividade inalterada de alanina transaminase (ALT) em 24 e 72 

horas, porém com inóculo superior de 5 x 107 os camundongos controles 

morreram enquanto que os tratados com Con-A apresentaram ALT inalterado.  

 

Conchon-Costa et al., (2007), observaram que no sobrenadante 

das células do exsudato peritoneal, fígado e baço, o TNF-α aumentou 

significantemente quando tratados com Con-A, porém não nos animais 
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controle. No plasma sanguíneo não foi detectado durante o curso da infecção, 

sugere que TNF-α foi produzido em níveis fisiológicos em todos os sítios 

anatômicos estudados. Em resumo o trabalho mostra que Con-A tem efeito 

protetor, evidenciado pela sobrevivência, índice normal de ALT, ativação de 

macrófagos, e produção de TNF-α. 

 

 
1.5. Morte celular: Apoptose e Necrose 
 

 

A morte celular pode ocorrer pela via necrótica ou via apoptótica, 

estas podem ser discriminadas através de estudos morfológicos e bioquímicos 

(GREEN & BEERE, 2000). 

 

A necrose parece resultar de uma disfunção celular aguda em 

resposta a condições estressantes ou após agentes tóxicos e processos 

passivos com rápida depleção de ATP celular (GORES et al., 1990). A 

liberação dos conteúdos celulares seguido da morte celular para o espaço 

extracelular pode causar além de danos teciduais, injúrias em células vizinhas 

ou então ataque de células pró-inflamatórias em lesões (HASLETT et al., 

1992). 

 

A necrose é caracterizada pelo intumescimento celular, 

alterações das organelas, ruptura da membrana plasmática lise celular e 

liberação de componentes celulares. Há um balanço entre apoptose e necrose, 

determinado pela resposta biológica dos fagócitos, onde a necrose leva a 

inflamação e imunidade, enquanto que a apoptose não (GREEN & BEERE, 

2000). 

 

A apoptose é um processo altamente regulado de morte celular e 

está envolvida na embriogênese e na homeostasia tecidual (FADEEL et al., 

1999). Apoptose ocorre também durante situações patológicas em organismo 

multicelular e mecanismo comum de reposição celular, remodelamento 
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tecidual, remoção de células injuriadas (DELONG, 1998) e patogênese 

microbiana (ZYCHLINSKY et al., 1992; RODRIGUES et al., 1999). 

 

Apoptose ocorre em dois estágios; o primeiro estágio é de 

sinalização e o segundo é o da execução final. A apoptose apresenta um 

processo caracterizado pela redução celular, condensação de cromatina, 

fragmentação do DNA internucleossomal e a formação de corpos apoptóticos 

(ALNEMRI et al., 1996).  Mudanças bioquímicas também são observadas 

devido à perda da assimetria da membrana e externalização da fosfatidilserina 

para superfície celular (EARNSHAW et al., 1999); além da exposição da 

trambospondina que é uma glicoproteína trimérica que faz a ligação entre 

células apoptóticas e fagócitos (SAVILL et al., 1992).   

 

As caspases são cisteínas proteases (em torno de 14) com 

preferência em clivar produtos na porção a C-terminal de resíduos de aspartato 

(COHEN, 1997). Existem como pró-zimogênio solúvel no citoplasma, 

mitocôndria, espaço intermembranoso e matriz nuclear de praticamente de 

todas as células (NICHOLSON & THORNBERRY, 1997); sendo processadas e 

ativadas em resposta a diversos estímulos pró-apoptóticos (EARNSHAW et al.; 

1999). A importância das caspases no processo apoptótico foi documentada 

pelo efetor da superexpressão de caspases na morte celular da ação de 

inibidores sintéticos ou naturais de caspases que inibiram a apoptose induzida 

por diversos estímulos, e em animais nocautes deficientes de certas caspases 

que apresentaram defeito na apoptose (EKERT et al., 1999; CHANG & YANG, 

2000; FADEEL,  et al., 2000). 

 

Há também outros modelos de apoptose onde caspases ativadas 

liberam da mitocôndria o fator indutor de apoptose (AIF) (VERHAGEN et al., 

2000). 

 

AIF é uma flavoproteína de 57 kDa, localizado na mitocôndria, e é 

liberado da mitocôndria antes do citocromo c. Esta via é independente de 

caspases pelo qual transloca-se para o núcleo onde induz fragmentação do 

DNA em grande escala (50 kDa) e condensação de cromatina periférica 
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(DAUGAS et al., 2000, JOZA et al., 2001). AIF é um fator que pode também 

causar liberação de citocromo c (DAUGAS et al., 2000). Com a liberação do 

citocromo c este se liga a APAF-1, qual se liga a pro-caspase - 9 formando um 

complexo chamado apoptosomo. Isto leva a subseqüente ativação da pro-

caspase - 9. Caspase - 3 é ativada durante muitos processos apoptóticos e 

acredita-se ser o principal executor de caspase. Essa ativação têm sido 

essencial para fragmentação do DNA como condensação da cromatina da 

membrana plasmática (SAHARA et al., 1999; WOLF et al., 1999; SEBBAGH et 

al., 2001). 

 

Através de uma verdadeira cascata, as caspases vão sendo 

ativadas (GROSSMANN et al., 1998; HIRATA et al.; 1998). Essa cascata 

ocorre por ativação autocatalítica de caspases iniciadoras que tornam a 

transmitir sinais pela clivagem e, além disso, ativação de caspases efetoras 

(SALVESEN & DIXIT, 1999). Caspases iniciadoras (2, 8,9 ,10 e talvez 12) 

contém um pró domínio longo com mais de 100 aminoácidos, incluindo os 

domínios efetores de morte (DEDs) e domínio de recrutamento de caspases 

(CARDs). 

 

As caspases podem ser iniciadas por duas vias de ativação de 

caspases iniciadoras, ativação de receptores de superfície (Fas, TNFR, TRAIL, 

outros) ou por liberação de citocromo c da mitocôndria e proteínas pró 

apoptóticas; (HSPs, AIF, DIABLO/Smac) (HENGARTNER, 2000). 

 

A ligação de receptores com TNF ou Faz/ Apo-1 resultam na 

reunião do então chamado complexo de sinalização de indução de morte 

(DISC). A Pro - caspase - 8 é recrutada para via DISC via interação com DEDs, 

e  torna-se ativado. A ativação da caspase-8 cliva e ativa pró-caspase-3, 

levando ao aumento de uma cascata proteolítica. Além disso, caspase - 8 cliva 

uma proteína citosólica chamada tBid, - truncada- pelo qual transloca para 

mitocôndria e induz a liberação do citocromo c (GROSS et al., 1999).  

 

 As caspases depois de ativadas são translocadas para outro 

compartimento celular, como o retículo endoplasmático e o núcleo, onde elas 
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clivam proteínas alvo. A clivagem pode resultar em inativação ou ativação de 

proteínas alvo. Entre as proteínas que são inativadas pela clivagem são 

proteínas do cito esqueleto, incluindo laminina, α-fodrina e actina e proteínas 

envolvidas no reparo do DNA e na regulação do ciclo celular, como a 

polimerase poliADP-ribose (PARP) e proteínas  do retinoblastoma 

respectivamente ( FADEEL et al., 2000). 

 

 As proteínas clivadas pelas caspases durante a morte celular 

são: proteínas estruturais, proteínas sinalizadoras; reguladores de transcrição e 

translação; proteínas reguladoras de DNA e clivagem (PARPe CAD); proteínas 

reguladoras do metabolismo do RNA; proteínas reguladoras da interação 

celular; proteínas reguladoras de citocinas pró inflamatórias e proteínas 

reguladoras de apoptose (SIES, 1985). 

 

O intrínseco balanço entre vida e morte pode ser influenciada 

também pelo acúmulo de stress intracelular e de espécies reativas de oxigênio, 

como ânion superóxido, peróxido de hidrogênio, radical hidroxil, e radical 

peroxil, procedentes de produtos tóxicos ou processo metabólico normal. 

Stress oxidativo tem sido definido como um distúrbio no balanço pró-oxidante, 

resultando em um dano celular (SIES, 1985). 

 

Apoptose pode ser induzida pela ligação de receptores de 

superfície celular Fas ou receptor de TNF (TNF-R), chamados receptores de 

morte, pelo qual representam uma via exclusivamente controlada pelas 

caspases. Nesse cenário de ligação–ligante do receptor causa uma de séries 

de proteínas chamadas DISC (complexo de sinalização de indução de morte) 

que têm atividade na caspase inicial, pró-caspase-8 (PETER & KRAMMER, 

1998). Caspase-8 causa a ativação da caspase-3, entretanto pode ativar outras 

caspases e clivar vários substratos. Um desses substratos é uma 

endonuclease caspase-dependente que esta livre de inibidores pela caspase-3 

no citoplasma. Todavia, esta segue ao núcleo e fragmenta o DNA em 

fragmentos oligonucleossomal (180pb) (SAKAHIRA et al., 1998). 
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Um modelo diferente para ativação das caspases tem sido 

proposto para numerosos agentes que disparam apoptose sem envolvimento 

de receptores de superfície. Essa via foca na mitocôndria e que contém 

disfunção mitocondrial ocorrido durante a apoptose e causa a liberação do 

citocromo c dentro do citosol, e se liga a Apaf-1 ( fator -1 de ativação de 

protease apoptótico) (ZOU et al., 1999). Apaf-1 contém sítios de ligação para o 

citocromo c e dATP, e oligomerização com outras moléculas Apaf. A este 

complexo deu-se o nome de apoptossomo, onde recruta e liga pró-caspase-9 

pelo uso de CARD (domínio de recrutamento de caspases) de Apaf-1 (SALEH 

et al., 1999). Caspase -9 é liberada do complexo multimérico e ativa caspases-

3 e 7 que se encontram mais distante.  

 

Finalmente a terceira via que pode ativar a casacata das caspase 

é iniciada pelas células T citotóxica (YANG et al., 1998). Perforina e granzima B 

cooperam para induzir apoptose em células tumorais e células infectadas com 

patógeno intracelular. Perforina permeabiliza as células, seguidamente 

granzima entra no citosol e ativa caspase-3 (NICHOLSON & THORNBERRY, 

1997). 

 

O papel para o stress oxidativo na apoptose têm sido sugerido de 

maneiras independentes. Sugere-se que a geração de ROS intracelular possa 

constituir um evento apoptótico conservado, e a produção de ROS como um 

determinante da toxicidade associada com exposição a radiação e drogas 

quimioterapicas (ZAMZAMI et al., 1995).  Na mitocôndria são produzidos 

muitos ROS (O2
-, H2O2). Um modelo proposto para indução de H2O2 da 

apoptose é a regulação do sistema  Fas-FasL, o que leva ativação da caspase-

8 dentro do citosol. No citosol, citocromo c liga-se a Apaf-1 no qual é um passo 

importante na formação do apoptossomo. O complexo apoptossomo ativa 

caspase-9 que ativa caspase-3. H2O2 pode também ativar fatores 

transcricional, NFκ B, AP-1 e p53 que pode regular proteínas de morte ou 

produzir inibidores de proteínas de sobrevivência. Defesas celulares contra 

ROS incluem GSH (glutationa) a qual é sintetizado no citosol, mas é 

transportado para mitocôndria. A enzima SOD (superóxido dismutase) também 
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é um importante antioxidante. Mn SOD é localizada na mitocôndria enquanto 

Cu, Zn, SOD existem no citosol (CHANDRA et al.; 2000).  

 

A presença de células apoptóticas aumenta a secreção de 

citocinas antiinflamatória, imunoregulatória e IL-10 além da diminuição da 

secreção de citocinas pro inflamatórias TNF-α, IL-2 e IL-12, o que pode inibir a 

inflamação e contribuir para o enfraquecimento da imunidade mediada por 

células (SAVILL et al., 1992).  

 

Em 2002, PANAGIO et al., verificaram a exposição de 

fosfatidilserina na superfície de macrófagos co-incubados com isolado CR1 de 

C. albicans de pacientes HIV sintomáticos após 5 a 15 minutos. Estas células 

evoluíram para necrose entre 30 -120 minutos. No entanto células no estágio 

de exposição da fosfatidilserina eram positivas para Anexina V ligada a 

Fluoresceína (FITC) e não era positivas ao teste TUNEL; não tinham o DNA 

degradado em 180 pares de base (pb).  Os eventos de apoptose e necrose não 

ocorriam quando macrófagos eram co-incubados com outro isolado de C. 

albicans (577), sugerindo que a cepa C. albicans CR1 produzia molécula(s) 

especifica(s) para indução de apoptose. 

 

Gasparoto et al. (2004), verificaram que macrófagos do exsudato 

peritoneal de camundongos que receberam um inóculo de C. albicans (CR1) 

apresentaram ligação a anexina V-FITC e se tornaram permeáveis ao Iodeto 

de propidium, essas mudanças ocorreram entre 30 minutos e 2 horas após 

infecção in vivo. A apoptose ocorrida aos 30 minutos aumentou com o tempo e 

evoluiu para necrose após 2 horas de infecção. Também foi observado baixo 

nível de IL-10 no exsudato peritoneal de camundongos infectados com células 

viáveis de C. albicans (CR1) após 6 horas de infecção. Porém 24 horas após a 

infecção com C. albicans viável aumentaram os níveis de IL-10 e de neutrófilos. 

Esses resultados sugererem que a capacidade de C. albicans (CR1) induzir 

apoptose em macrófagos poderia também induzir ou modular padrão 

antiinflamatório da resposta imune, desde que C. albicans CR1 tratado com 

pepstatina antes do inóculo, não induziu apoptose de macrófagos, nem 

aumentou produção de IL-10.      
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Objetivos  
 
Geral 
 
Estudar a indução de apoptose de macrófagos por isolados de C. albicans 

 

Específicos 
 
a) Avaliar a indução de apoptose de macrófagos por C. albicans; 

 

b) Avaliar o efeito da opsonização de C. albicans sobre a fagocitose de 

macrófagos; 

 

c) Avaliar a ação fungicida de macrófagos sobre C. albicans. 
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Materiais e Métodos 

 

 

Cultura de C. albicans 

 
 

Os isolados CR1 e CR15 de C. albicans foram obtidos da mucosa 

oral de indivíduos portadores do vírus da Imunodeficiência Humana Adquirida 

(HIV), internados no Hospital Universitário da Universidade Estadual de 

Londrina. O isolado 577 de C. albicans 577 foi obtido da pele de paciente HIV-

negativo apresentando candidíase mucocutânea. 

 

As culturas de C. albicans foram feitas em caldo Saboraud 

dextrose a 28 oC por 24 horas e os blastoconídeos foram coletados por 

centrifugação, lavados 3 vezes em salina tamponada com fosfato em pH 7,0 

(PBS)  e quantificados  em câmara de Neubauer. No momento dos ensaios 

foram separadas duas alíquotas de C. albicans (2x106). Uma alíquota contendo 

2,5% de soro fresco de camundongo para opsonização e a outra sem soro 

fresco, diluídas em meio RPMI (Gibco BRL, New York, USA) contendo 5% de 

soro fetal bovino (SFB) (Gibco BRL, New York, USA), inativado a 56 oC, durante 

5 minutos antes da adição a monocamada. 

 

 

Tratamento dos Animais 

 

 

Utilizou-se 2 grupos de camundongos machos suíços, com peso  

aproximadamente 28-32 g e 60-80 dias de idade. Um grupo de camundongos foi 

inoculado intraperitonealmente com 250 µl de PBS e outro grupo com 250 µg de 

concanavalina-A (Sigma) em 250 µl PBS.    



 126

Ensaio Fagocítico 

 

 

Animais tratados com Con-A e PBS anteriormente foram 

sacrificados depois de 72 horas com éter etílico. Em seguida foi realizada a 

assepsia da pelagem com álcool 70%; e inoculado 3 ml na cavidade peritoneal 

de RPMI tamponado com hepes pH 7,0 com  5%  soro fetal bovino (SFB) 

contendo 70 µg de gentamicina. 

 

Os macrófagos da cavidade peritoneal foram coletados e 

colocados em frasco estéril imerso em gelo. Após a coleta, esses macrófagos 

foram quantificados em câmara de Neubauer, sendo necessário para o ensaio 

uma concentração de 4 x 105 células fagocíticas. 

 

Após obter a concentração necessária, as células fagocíticas foram 

colocadas em lamínulas (18x18mm), contidas em placas de cultura de 6 poços 

(Costar,New York, USA) e foram incubadas a 37 o C. Após uma hora, as células 

foram lavadas com meio RPMI  para remoção de células não aderentes. 

Realizada a lavagem, foram adicionadas sobre a monocamada de fagócitos C. 

albicans opsonizadas ou não opsonizadas com soro fresco de camundongo e 

incubadas novamente a 37 oC, por 1 hora.  Para controle, 2 lamínulas contendo 

macrófagos de animais tratados com  PBS ou CON-A foram mantidas sem o 

fungo. 

 

 

Avaliação de células fagocíticas e em apoptose 
 

 

Após 1 hora de incubação (macrófagos mais C. albicans) as 

células foram lavadas com meio RPMI e fixadas em metanol absoluto (Merck) 

por 20 minutos. Seguidamente as células foram lavadas novamente com PBS e 

coradas com May – Grunwald e Giemsa, para análise em microscopia óptica em 

40x.  
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Para confirmação de apoptose além da análise da condensação de 

cromatina feita pela coloração acima, foi utilizado o kit de anexina V-FITC (R&D 

systems, Mmineapolis, MN, USA). Os fagócitos incubados com C. albicans por 

1h a 37o C foram lavados com PBS – cálcio gelado, e incubados com anexina V- 

FITC por 15 minutos a 18 – 24 o C e lavados com tampão do kit. Após, foi 

colocado sobre as células glicerina com PBS 1:1 e realizada imediatamente a 

análise de apoptose em microscópio de fluorescência (Zeiss) e fotografadas. 

Foram utilizados também C. albicans CR15 morta pelo calor (60 o C) ou tratados 

com pepstatina 5µg durante 15 minutos antes da co-incubação com macrófagos. 

 

 
Análise de Unidades Formadoras de Colônias (UFC) 
 

 

Para a análise das (UFC), realizou-se o mesmo ensaio fagocítico, 

porém utilizando placas de cultura (Costar, New York, USA) com 6 orifícios, sem 

a presença de lamínulas. Após 1 hora de incubação dos macrófagos com C. 

albicans, foi adicionado à monocamada 1000µl de água destilada gelada para 

ocorrer a lise dos macrófagos. Com a pipeta Pasteur foi agitado cada orifício da 

placa de cultura para ressuspender as células, e em seguida realizou-se uma 

diluição de 1:100. Para obter as UFC, foram plaqueadas C. albicans no volume 

de 10 e 25µl para controle (C. albicans sem macrófagos) e 25 e 50 µl das 

amostras (macrófagos com C. albicans), e foram incubadas a 37 oC durante 24 - 

48 horas, para a contagem das UFC.    

 

 

Análise Estatística 
 
 

A análise estatística foi realizada usando os testes ANOVA e 

Tukey para avaliar as diferenças entre as medias (em 5%). 
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Resultados 
 
 
Aparência morfológica dos isolados de C. albicans 

 
 

A figura 1 mostra os 3 isolados de C. albicans após remoção do 

estoque (ágar Sabouraud dextrose cobertas com óleo mineral). Foram crescidas 

em Sabouraud dextrose a 28 o C e durante o crescimento foram centrifugadas 2 

vezes para remoção do óleo mineral e adicionado meio fresco. A aparência 

morfológica entre elas é completamente distinta, desta forma, blastoconideos de 

C. albicans 577 são ovais, CR1 são esféricas e pequenas e C. albicans CR15 

são grandes, o dobro da CR1.   

 
 
Análise da porcentagem de macrófagos fagocitando C. albicans 
opsonizadas e não opsonizadas. 
 
 

A porcentagem de macrófagos do exsudato peritoneal de 

camundongos pré-tratados com Con-A foi maior e também o número de candida 

fagocitada em relação aos macrófagos de animais pré-tratados com PBS. 

Quando os fagócitos receberam C. albicans opsonizadas, os macrófagos de 

animais tratados com Con-A apresentaram maior fagocitose, com significância 

estatística p<0,05 (Figura 2), em relação aos macrófagos do grupo tratado com 

PBS. 
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Ação fungicida de macrófagos sobre C. albicans  
 

 

A contagem de UFC de C. albicans após co-incubação com 

macrófagos permitiu a análise de resistência dos três isolados à atividade 

candidacida dos macrófagos provenientes de 2 grupos distintos de 

camundongos, sendo um grupo tratado com PBS e outro grupo tratado com 

Con-A. 

 

A porcentagem de UFC de C. albicans após a fagocitose pelos 

macrófagos mostrou-se significativamente elevada em presença de macrófagos 

controle em relação aos macrófagos tratados com Con-A. Os macrófagos 

tratados com Con-A chegaram a reduzir as UFC duas vezes mais do que os 

macrófagos controle, porém não houve diferença quando estes macrófagos 

receberam C. albicans opsonizadas ou não opsonizadas (Figura 3). 

 

 

Porcentagem de macrófagos com condensação de cromatina após 
fagocitose de C. albicans 
 

 

As células fagocíticas de camundongos tratados com Con-A ou 

PBS fagocitaram CR15, e CR1 opsonizadas com soro e apresentaram uma 

condensação de cromatina significativamente maior em relação aos que 

fagocitaram C. albicans sem soro. Isso se deve ao fato da população de 

macrófagos serem heterogênea, ou seja, tendo macrófagos ativados e recém 

chegados. Portanto, células CR15 e CR1 acabaram matando mais macrófagos 

recém chegados por indução de apoptose; enquanto que macrófagos ativados 

foram eficazes em matar mais C. albicans, resistindo melhor à indução de 

apoptose. Em contraste, a cepa 577 não induziu apoptose em todas as 

situações apresentadas (Tabela 1). 

A condensação de cromatina pode ser observada na figura 4 em 

macrófagos de camundongos tratados com PBS ou macrófagos pequenos da 

população heterogênea dos tratados com Con-A.  
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Ligação de Anexina V- FITC em macrófagos  
 

 

Monocamada de macrófagos co-incubados com CR15 mostrou a 

exposição da fosfatidilserina, pela qual a anexina V - FITC se ligou (Figura 4).  A 

exposição da fosfatidilserina é uma característica que ocorre no inicio de 

apoptose. As setas indicam interiorização de C. albicans. Os macrófagos que 

não interiorizaram o isolado CR15 não entraram em apoptose como pode ser 

observado nas Figuras 4b e 4 d, micrografias dos mesmos campos Figura 4 a , 4 

c , porém em  luz branca.  

 

Quando C. albicans CR15 foram previamente tratadas com 

pepstatina (um inibidor de proteinases), antes da incubação com macrófagos, 

não houve indução de apoptose (micrografia não mostrada). 
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Discussão 
 
 

A eliminação de C. albicans de um hospedeiro infectado requer a 

cooperação de diferentes populações de células do sistema imune e seus 

produtos. Como não há evidência que os anticorpos e o complemento podem 

mediar à lise de C. albicans, os fagócitos são provavelmente as primeiras células 

efetoras na resistência à candidíase (VAZQUEZ-TORRES & BALISH, 1997). 

Blastoconídeos de C. albicans podem ser fagocitados na presença ou na 

ausência de opsoninas do soro (MARÓDI et al., 1991). Outros receptores podem 

ser utilizados como os receptores de manose, “Toll Like” e Dectin-1 presente nos 

fagócitos e quando há opsoninas do complemento há também participação de 

receptores para opsoninas c3b, ic3b, como CR1, CR3 e CR4 (GAZIRI et al.; 

1999; BARBUTO, 2001). 

 

 O tratamento dos camundongos com Con-A, a qual se liga 

diretamente as moléculas de carboidratos do complexo de histocompatibilidade 

principal (MHC) e receptores de células T (TCR) em células T auxiliar, resulta na 

ativação de células TH1, e produção de citocinas como, IL-2, INF-γ, TNF-β 

(BERTRAM et al., 1997; BARBUTO, 2001).  A liberação de citocinas aumenta a 

ativação de macrófagos, consequentemente melhora a fagocitose. 

 

 Algumas características de macrófagos ativados são visíveis em 

nossos ensaios, como, aumento do espraiamento sobre o vidro e aumento da 

capacidade fagocítica (Figura 4). Outras características não analisadas em 

nossos ensaios, porém evidenciado em outros trabalhos do laboratório 

corresponde ao aumento de expressão e atividade de receptores de manose e 

capacidade candidacida (Gaziri et al., 1999; Loyola et al., 2002; Moresco et al., 

2002). Ainda verificado por outros autores, os macrófagos ativados apresentam 

aumento da produção de ânion superóxido e peróxido de hidrogênio, produção 

de NO, conteúdos enzimáticos de lisossomas e conseqüente aumento do poder 

microbicida (BARBUTO, 2001). 
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O NO é sintetizado a partir da ação das enzimas do oxido nítrico 

síntase que usa arginina, oxigênio molecular e NADPH como substratos. 

Quando a produção deste agente foi inibida pela NG- monometil-L-arginina 

(MNLA) macrófagos esplênicos e peritoneais pré-tratados com INF-γ tiveram 

uma diminuição na liberação de nitrito e na atividade candidacida (CENCI et al., 

1993). A admisnistração de MNLA em camundongos resultou num aumento do 

número de UFC nos rins destes animais, junto com a diminuição da 

hipersensibilidade do tipo tardia em relação aos animais controle. Estes 

resultados demonstraram que NO é essencial na morte de Candida e na 

resistência à candidíase (CLARK & ROCKETT, 1996). 

 

Células Th1 medeiam proteção dependente de fagócitos e são os 

principais mediadores da imunidade adquirida (ROMANI et al., 1996; ROMANI, 

1999). 

 

Como observado em nossos ensaios, a ativação de macrófagos de 

animais tratados com Con-A, tornou-os melhor para fagocitar e matar C. albicans 

para os 3 isolados (CR15, 577 e CR1), do que os macrófagos de animais 

controles (Figura 2 e 3). A figura 4e mostra macrófagos ativados através do 

tratamento com Con-A e pode ser observado um grande número de leveduras 

interiorizadas, e a cromatina tem aparência normal, enquanto que os menores 

são menos espalhados e sugerem que tenham chegado ao local recentemente e 

não houve tempo para ativação. Ao lado, na figura 4f podem-se observar 

macrófagos pequenos, com condensação de cromatina, e apesar de fagocitarem 

menos C. albicans, o dimorfismo pode ser notado.   

 

Nesse trabalho foi observado que macrófagos co-incubados com 

CR15 apresentaram a exposição da fosfatidilserina na superfície externa da 

membrana dos macrófagos o que corresponde ao inicio da apoptose (Figura 4). 

C. albicans CR15 foi pré–incubada com pepstatina antes de ser adicionada aos 

macrófagos e não induziu apoptose, sugerindo que proteinases liberadas por C. 

albicans CR15 possa estar relacionada com a sinalização para apoptose.  As 

aspartilproteinases secretadas constituem importante fator de virulência de C. 

albicans e a produção de proteinases, provavelmente SAP2, por CR15, 577 e 
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CR1 foram detectadas em placas de Agar com meio mínimo e albumina como 

fonte de nitrogênio (ALMEIDA, et al., Biosaúde in press). Qual das SAPs está 

envolvida com a sinalização de apoptose de macrófagos merece esclarecimento. 

 

Foi constatado que nem todos os fagócitos de camundongos 

tratados com Con-A estavam ativados, havendo também macrófagos recém 

chegados que apresentavam poder microbicida menor. Consequentemente C. 

albicans fagocitadas por esses macrófagos residentes, tiveram melhor 

oportunidade para induzir apoptose. Por outro lado, os macrófagos ativados 

impediram o dimorfismo e também a secreção de aspartilproteinases, e 

eliminaram os blastoconideos dentro de seus fagolisossomos. 

 

Romani et al. (1997a), demonstraram que formas filamentosas são 

necessárias para invadir células do sistema imune, enquanto que a forma 

leveduriforme pode ser o modo de proliferação em tecidos infectados, ou seja, 

ambas as formas tem potencial patogênico. 

 

 Fè D`Ostiani et al. (2000) demonstraram que células dendríticas 

da pele de camundongos fagocitaram ambas as formas de C. albicans (levedura 

e hifas), por mecanismos distintos. Ambas as formas do fungo foram 

encontrados dentro de fagossomos, porém a hifa escapava do fagossomo e vivia 

livre no citoplasma e a levedura era degradada. Isso explica a versatilidade de C. 

albicans se adaptar e sobreviver no ambiente intracelular de macrófagos. A 

forma leveduriforme induziu a produção de IL-12, enquanto que a hifa inibiu IL-

12 e induziu a produção de IL-4. E é bem conhecido que a IL-12 sinaliza para 

Th1 e estas células liberam IFN-γ ativando os macrófagos enquanto que a 

produção de IL-4 sinaliza para Th2 que libera IL-10 desativando as funções 

efetoras de macrófagos. 

 

Células dendríticas produziram menor concentração de NO na 

fagocitose de hifas ao serem comparadas com a fagocitose de leveduras. 

Entretanto, quando a hifa foi fagocitada ela inibiu a produção de  iNOS, portanto 

não houve ativação de gene para produção de  IL-12, então mecanismos 
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microbicidas foram totalmente inativados para matar as hifas (FÈ D` OSTIANI et 

al., 2000). 

 

Zepelin et al. (1998), demonstraram que SAP 4 e SAP 6, foram 

expressadas em Candida na forma de hifa após a fagocitose pelos macrófagos e 

que essas proteinases iniciaram uma ação importante na sobrevivência do fungo 

dentro de macrófagos. FELK et al. (2002), sugeriram que proteinases específicas 

a hifas, SAP 6 em particular, iniciam um mecanismo dominante durante 

infecções sistêmicas, iniciando a  penetração dos tecidos e sobrevivência do 

fungo em fagócitos.   

 

Macrófagos são essenciais componentes da resistência inata do 

hospedeiro para C. albicans, pois iniciam um papel significante confinando o 

agente infeccioso no local da colonização e infecção, controlando assim, a 

invasão de leveduras em tecidos profundos, prevenindo que estas migrem para 

corrente sangüínea (VÁSQUEZ – TORRES & BALISH, 1997). Por outro lado C. 

albicans pode se adaptar e sobreviver no ambiente intracelular de macrófagos 

(LORENZ & FINK, 2001).  

 

Segundo Tavanti et al. (2006) em um estudo usando C. albicans 

com dois distintos cariótipos designados b e c demonstraram que b e c são 

caracterizados pelas diferenças morfológicas dentro dos macrófagos, e que está 

associado com diferentes capacidades em resistir à morte intracelular e replicar 

dentro dos macrófagos. Eles sugeriram que o perfil do cariótipo tipo c poderia 

comportar-se como um grupo patogênico, uma vez que ele resistiu à morte 

intracelular, replicou-se dentro do macrófago e sofreu diferenciação morfológica 

de levedura para hifa. 

 

Em trabalho anterior foi demonstrado por Conchon-Costa et al. 

(2007) que 100% dos animais tratados com Con-A por 72 horas sobreviveram  

ao inóculo letal com C. albicans CR15 enquanto 20% dos animais tratados com 

PBS sobreviveram. Além disso, houve uma redução significante do inóculo de C. 

albicans quando os animais foram pré-tratados com Con-A, em relação aos 

controles. Também foi observado que a produção de TNF-α no fígado e baço e 
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células do exsudato peritoneal foi significativamente mais elevadas quando 

comparados aos animais tratados com PBS. Sugeriu-se então, que macrófagos 

peritoneais de camundongos tratados com PBS não conseguiram depurar C. 

albicans do local da infecção, que por sua vez disseminaram para outros órgãos 

como fígado e baço. Uma hipótese seria a presença de macrófagos residentes 

que por não conseguirem matar C. albicans, passaram a secretar proteinases, e 

conseguiram sair dos fagossomos e, induziram morte de macrófagos após 30 

minutos de infecção. Entretanto, neste trabalho, ficou bem demonstrado que a 

indução de apoptose de macrófagos por C. albicans CR15, constitui um fator de 

virulência e que poderia explicar a perda de macrófagos na cavidade peritoneal 

entre 30 minutos e 2 horas de infecção observado no trabalho anterior, o que 

não exclui a possibilidade dos outros fatores mencionados estarem atuando. 

 

Com relação aos macrófagos de animais tratados com Con-A, 

apesar de constituírem uma população heterogênea, os macrófagos menores, 

recém chegados ao local (cavidade peritoneal) tiveram uma atuação semelhante 

aos macrófagos de camundongos tratados com PBS e foram susceptíveis a 

indução de apoptose por C. albicans CR15, cujo resultado estão de acordo com 

Conchon-Costa et al. (2007), após 30 minutos de infecção observaram também 

perda de macrófagos no grupo de camundongos tratados com Con-A. 

Entretanto, havia também macrófagos grandes e ativados, que contribuíram com 

a produção de TNF-α, redução do inóculo de C. albicans e sobrevivência de 

camundongos. No presente estudo, In vitro, foi observado que macrófagos 

grandes fagocitaram um número maior de CR15 e não tiveram condensação de 

cromatina nuclear como mostra a figura 4. A melhor evidência da ativação de 

macrófagos por Con-A está apresentado na figura 3, que mostra o grande 

potencial fungicida destes, inibiu o crescimento de C. albicans CR15 p< 0,01 em 

relação aos macrófagos de animais tratados com PBS.  

 

A cepa CR1 também induziu apoptose em macrófagos, como 

demonstrado por Panagio et al., 2002; Gasparoto et al., 2004 através da 

exposição de fosfatidilserina com ligação à anexina V-FITC. Além disso, durante 

o processo infeccioso houve produção de IL-10, que foi dependente de apoptose 
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desde que o tratamento de CR1 com pepstatina inibiu a apoptose de macrófagos 

peritoneais e também a produção de IL-10.  

 

Apesar da cepa 577 secretar proteinases, ela não induziu a 

apoptose em macrófagos, uma hipótese para isto é o fato desta cepa não ser de 

paciente HIV+, uma vez que glicoproteinas do vírus da imunodeficiência 

humana, como a gp 41 e a gp 160 ativam a produção de SAPs em C. albicans 

(GRUBER et al., 1998), o que não permitiu que essa cepa se tornasse tão 

virulenta quanto a CR15 e CR1, produzindo seus níveis de proteinases e 

mudança genotípica ainda em níveis menores. Outros estudos deverão ser feitos 

para responder esta questão.   

 

A relação entre candidíase e comprometimento do sistema imune 

é o objetivo para investigar a interação entre fatores de virulência e a resposta do 

hospedeiro, assim como a utilização de substâncias que possam melhorar a 

resposta imune durante as infecções fúngicas. Por essa razão, conclui-se que 

apesar da cepa CR15 de C. albicans apresentar fatores de virulência e induzir 

apoptose em macrófagos não ativados, a utilização de Con-A, mostrou-se eficaz 

na proteção do hospedeiro, reduzindo o inóculo de C. albicans 

independentemente do uso de receptores para opsoninas. Portanto Con-A, é um 

imunomodulador eficiente para ativar macrófagos com aumento do potencial 

candidacida.  
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Figura 1. Aparência morfológica dos isolados de C. albicans. 
Os isolados 577, CR1 e CR15 foram crescidos em caldo Sabouraud
dextrose por 24 horas a 280C respectivamente. 
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Figura 2. Efeito da Concanavalina-A na fagocitose de C. albicans. 
Macrófagos de camundongos tratados com PBS ou com Con-A foram co-incubados com C. 
albicans não opsonizadas ou opsonizadas por 1 hora a 37 0C e a porcentagem de macrófagos 
fagocitando foi determinada pela contagem de 200 macrófagos. Dados constituem média e erro 
padrão de 5 experimentos * P<0,05 comparados com macrófagos residentes. 
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Figura 3. Viabilidade de C. albicans co-incubados com macrófagos residentes ou ativados por 
Con-A. 
Porcentagem do inóculo após 1 hora de co-incubação por macrófagos residentes ou ativados 
por Con-A. Dados constituem média e erro padrão de 5 experimentos * P<0,05 comparados 
com macrófagos residentes. 
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Tabela 1. Porcentagem de macrófagos com condensação de cromatina nuclear. 
         

ConA 1h  PBS 1h Cepa 
Sem Soro Com Soro  Sem Soro Com Soro 

CR15 9,62 ± 1,82 29,10 ± 4,64 6,15 ± 0,44 36,21 ± 1,64 
577 2,59 ± 0,41 3,19 ± 0,69 5,22 ± 0,89 5,47 ± 1,26 
CR1 7,47 ± 0,48 31,73 ± 5,54  3,20 ± 0,32 29,76 ± 3,85 

A porcentagem de macrófagos apoptóticos foi determinada 1 hora após infecção com C. 
albicans e os valores são média ± erro padrão para 5 experimentos.  
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Figura 4. Exposição de fosfatidilserina e condensação de cromatina de macrófagos após 
infecção com CR15. 
Monocamadas de macrófagos foram incubadas com CR15 1:5 por 1 hora a 37 0C e marcados 
com Anexina V-FITC. Macrófagos de camundongos pré - tratados com Con-A (a); campo claro do 
mesmo campo de a (b); macrófagos de camundongos pré-tratados com PBS (c); campo claro do 
mesmo campo de c (d).  As setas indicam C. albicans fagocitadas. Coloração de May-Grunwald-
Giemsa de ensaio fagocítico com CR15 macrófagos ativados com Con-A (e); macrófagos 
residentes(f). As setas indicam condensação de cromatina nuclear. 
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Abstract 

 

In this study we evaluated the interactions between C. albicans and either resident or 
Concanavalin A-activated macrophages, focusing on the ability of that pathogen to induce 
macrophage apoptosis and on the differential response of those macrophages to ingest and 
kill different strains of C. albicans. Monolayers of peritoneal murine macrophages were co-
incubated with strains CR1 or CR15, both isolated from HIV infected individuals, or with 
control strain 577, for 1 h at 37°C. Resident macrophages had a low potential to ingest all 
strains tested, and although the addition of serum increased significantly the percentage of 
phagocytosing macrophages, their potential to kill the pathogen was maintained low and 
presented no significant differences concerning the strain of Candida phagocytozed. The 
percentage of macrophages presenting nuclear condensations increased significantly after 
internalization of C. albicans via complement receptors, and several of those macrophages 
bound annexin V-FITC, which suggests that ingestion of Candida is required to trigger 
apoptosis. This was observed after phagocytosis of strains CR1 and CR15, but not after 
phagocytosis of strain 577. The ability of Con A–activated macrophages to ingest and kill 
strains CR1 and CR15 was significantly greater than that of resident macrophages, but no 
enough to prevent apoptosis of some macrophages. Since the population of macrophages is 
heterogeneous, containing both small and large cells, it is possible that the larger ones 
expressing more mannose receptors are more able to kill that pathogen, whereas the smaller 
ones could be better hosts for induction of apoptosis, survival and replication of Candida on 
their inside. 
 
Keywords: apoptosis, macrophages, Candida albicans, phagocytosis 
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Introduction 

 
C. albicans can cause grave infections in patients who are immunocompromised by disease, by 
more frequent use of surgery, or by immunesupressive therapy (Rantala et al., 1993; Jarvis, 
1995). The high levels of morbidity and mortality resulting from those infections in 
hospitalized patients show that C. albicans became a prominent human pathogen (Pfaller, 
1996). Research is currently under way to identify the virulence attributes of C. albicans that 
explain its success as a human pathogen. 

Although the host immune system is the major factor balancing the transition from 
commensalism to pathogenicity, several virulence attributes expressed by C. albicans, such as 
adhesion factors, phenotypic switching, dimorphic behavior, and secretion of hydrolytic 
enzymes (Fallow et al., 1997; Vargas et al., 2000; Calderone & Fonzi, 2001; Naglik et al., 
2003; Romani et al., 2003; Consolaro et al., 2005), might contribute to the persistence of 
colonization as well as the development of symptomatic episodes.  

Microorganism-macrophage interactions play a central role in the pathogenesis of many 
infections, which might result in a breakdown of the balance between survival and pro-
apoptotic cellular pathways, eventually leading to macrophage cell death ( Zychlinsky et al., 
1992; Rodrigues et al., 1999). It has previously been shown that C. albicans CR1 has the 
capacity to induce macrophage apoptosis to elude innate immune responses for its own 
benefit (Panagio et al., 2002; Gasparoto et al., 2004). Infection of mice with C.albicans CR1 
induced apoptosis of macrophages and secretion of IL-10, which modulated an anti-
inflammatory pattern of immune response (Gasparoto et al., 2004). 

Mice infected with a highly virulent strain of C. albicans (CR15), isolated from a HIV-infected 
individual, presented a differential immune response which depended on the functional state 
of macrophages, so that activated macrophages from mice treated with Con-A produced 
TNF-α and contained the transition of yeast to filamentous forms, whereas macrophages 
from control mice did not make it (Conchon-Costa et al., 2007). Both resident and activated 
macrophages presented alterations characteristic of apoptosis after phagocytosing strain 
CR15, which seemed to contradict our previous observation that activated macrophages are 
better endowed to contain the transition from yeast to the more aggressive filamentous 
forms. This possible contradiction prompted the present study, in which we investigated 
interactions between C. albicans CR15 and resident or activated-macrophages, concerning the 
induction of apoptosis, phagocytic capability of macrophages, and resistance of Candida to its 
intracellular killing. 
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Materials and methods 

 

 

Source of C. albicans isolates  
 
The C. albicans isolates CR1 and CR15 used in this study were from our strain collection 
recovered from the oral mucosa from HIV-infected patients at the Dentistry School and at 
the University Hospital, and maintained on Sabouraud dextrose agar covered with mineral 
oil. After growth in Sabouraud dextrose broth, the isolates were used after two serial animal 
passages. C. albicans 577, isolated from the skin of a patient with mucocutaneous candidiasis 
was used as a negative control. 
 
 

 Microorganisms and cultivation 
 
 The fungi were maintained at room temperature on Sabouraud dextrose agar; fungal cells 
were obtained by growth in Sabouraud dextrose broth (Difco) for 24h at 28°C. The 
blastoconidia were harvested by centrifugation (2000g, 6min), washed three times with 
phosphate–buffered saline (PBS) and re-suspended at 2X106 cells/ml in RPMI 1640 medium 
(Sigma) supplemented with 5% fetal calf serum (FCS) inactivated by heating. 
The blastoconidia were opsonized for 5 min at 37°C in RPMI 1640 containing fresh non-
immune mouse serum (2.5%), and then immediately co-incubated with the macrophages.  

 

Macrophages and phagocytosis assays 
 
Groups of 6 to 8 male Swiss mice, each weighing 28-32 g, received 250 µg Concanavalin-A 
ml-1PBS intraperitoneally (i.p.) or PBS only. After 3 days the mice were sacrificed and 
exudates cells were collected by rinsing the peritoneal cavity with 3 ml of RPMI 1640 
medium containing 5% FCS and counted in a haemocytometer. The cells were diluted 4X105 

cells/ml and incubated on coverslips for 1 h at 37°C to allow adherence of phagocytic cells 
onto the glass surface. 
Monolayers of normal or activated peritoneal macrophages were co-incubated for 1 h at 37 
°C with C. albicans CR1, CR15 and 577, either unopsonized or opsonized, in a ratio of 1:5. A 
total of 200 macrophages were analysed for each preparation, and the percentage of 
phagocytosing macrophages was determined after staining the cells with May-Grumwald-
Giemsa. Microscopic detection of apoptosis (McCarthy  & Evan, 1998) was evaluated by 
identification of cells bearing condensed and distorted nuclei. 
 
 
 Determination of C. albicans killing by macrophages 
 
Exudate peritoneal cells 4X105 were plated (0.2ml/well) in 6 well plates (Corning Costar, 
New York, NY, USA) for 1 h at 37 °C and co-incubated with 2X106 blastoconidia, either 
unopsonized or opsonized as described above, in RPMI supplemented with 5% FCS for 1 h 
at 37 °C. Sterile ice-cold twice distilled water (1ml) was added to the wells for 10 min. Candida 
cells were removed by vigorous pipetting, and serial 10-fold dilutions from each well were 
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made in PBS. Aliquots (100µl) were plated on Sabouraud dextrose agar and the number of 
colony forming units (CFU) was determined after incubation for 48 h at 37°C. Control 
cultures consisted of C. albicans cells incubated in absence of added macrophages. The results 
represent the average of five independent experiments and two replicates for each 
preparation 
 
 
 Apoptosis assays 

Macrophages were co-incubated with opsonized C. albicans (5 yeast/macrophages) in RPMI 
medium containing FCS for 1h at 37°C, rinsed three times with RPMI medium and 
immediately washed in buffer and submitted to TACS Annexin V-FITC kit (R&D Systems, 
Minneapolis, MN, USA) for detection of apoptosis. The cells were stained with propidium 
iodide and propidium iodide plus 6-carboxyfluorescein diacetate (6-CFDA) (Sigma) to 
evaluate presence of necrotic and viable cells. All tests using fluorescent stain were observed 
in a fluorescence microscope (Zeiss) and photographed (Blue-violet irradiation, heat filter, 
BG-38 and BG-12 excitation filters and 530-barrier filter).  

 

 
 
 
 
 
 
 

Statistical analysis 
 
Statistical analysis was carried out by ANOVA; the Tukey test was applied to assess the 
difference between the means (at 5%). 
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 Results 
 
 
 Morphologic differences among C. albicans isolates 
 
Optical microscopy shows consistent differences in the coarse morphology of the isolates 
employed in this study. Blastoconidia of C. albicans 577 are oval, those of C. albicans CR1 are 
spherical and small, whereas those of C. albicans CR15 look like a grain of grape and are about 
twice as large as CR1 (Fig. 1). 
 
 
 Apoptosis of macrophages induced by C. albicans isolates from HIV-infected 
patients 
 
C. albicans CR1 and CR15 induced condensation of nuclei in both normal and activated 
macrophages. Opsonization significantly increased the percentage of apoptotic macrophages 
(Table 1). Strain 577 was used as a control because we previously observed that it did not 
induce apoptosis (Panagio et al., 2002; Gasparoto et al., 2004). Exposure of 
phosphatidylserine was observed both in macrophages from control mice and in 
macrophages from mice pre-treated with Con-A (Fig 2A and 2C). Pre-incubation of C. 
albicans with pepstatin abolished the process of apoptosis (micrographs not shown).   
 
 
 Effect of Con-A on the phagocytosis and killing of C. albicans 
 
The percentage of macrophages phagocytosing C. albicans CR1, CR15, and 577 in absence of 
serum was significantly increased by pre-treatment of mice for 3 days with Con-A (Fig. 3). 
Opsonization with normal mouse serum increased the internalization of C. albicans CR1, 
CR15 and 577, both by normal peritoneal macrophages and by Con-A activated 
macrophages (Fig 3). 
Treatment of mice with Con-A enhanced the candidacidal potential of macrophages. The 
three isolates employed were significantly more killed by Con A-activated macrophages than 
by macrophages from mice treated with PBS, either in presence or absence of added normal 
mouse serum (Fig 4). 
 

 

 Discussion 
  
This investigation evaluated interactions between C. albicans and either resident or Con-A 
activated macrophages, concerning the ability of C. albicans to induce apoptosis of 
macrophages, and the ability of macrophages to ingest and kill this pathogen. 
Chromatin condensation observed in macrophages infected in vivo with CR15 was also 
verified in vitro, and the apoptotic process was confirmed by binding of annexin V-FITC  to 
both resident and  Con-A activated macrophages (Fig 2A, 2C). Only macrophages that 
internalized Candida underwent apoptosis (Fig 2B, 2D). Contrariwise, macrophages that 
presented yeast adhered onto their surfaces, but no internalized yeast cells, did not show 
signs of apoptosis. Previous studies suggested that secretion of proteinases by C. albicans 
correlated with induction of programmed cell death (Panagio et al., 2002; Gasparoto et al., 
2004), and in this investigation we observed that strains CR1 and CR15 inactivated by heating 
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or pre-incubated with pepstatin (an inhibitor of proteinases) were unable to induce apoptosis 
of macrophages in vivo and in vitro. In agreement with these results, C. albicans aspartyl 
proteinases Sap4-Sap6 were expressed in murine macrophages (Borg-Von Zapelin et al., 
1998), their expression is regulated during C. albicans dimorphic transition (Naglik et al., 
2003), and SAPs expression was also detected during hypha differentiation in vitro (Tavanti 
et al., 2006). Since the first signs of apoptosis are already identifiable five minutes after 
macrophages ingest C. albicans (Panagio et al, 2002), whereas budding and formation of 
hypha occur only some 30 min to 2 h afterwards, production of SAPs might be a primary 
mechanism by which C. albicans induces macrophages apoptosis, and thereby curtail the 
organisms first line of defence.       
Resident macrophages had a low potential to ingest all strains tested and, although the 
addition of serum increased significantly the percentage of phagocytosing macrophages, their 
potential to kill the pathogen was about the same towards the three strains tested. Whereas 
about 75% of an inoculum of Candida co-incubated with resident macrophages were viable 
after one hour, only about 25% were viable after co-incubation with Con-A activated 
macrophages (Fig. 4). Macrophages from mice pretreated with Con-A for 3 days presented 
higher activity of mannose receptors and greater potential to kill C. albicans strain 577 in 
comparison to resident macrophages (Moresco et al., 2002; Loyola et al., 2002), and in this 
work we verified that their ability to phagocytose and kill strains CR1 and CR15 was also 
significantly increased, although some of those macrophages underwent apoptosis. Since the 
population of macrophages obtained from mice treated with Con A is heterogeneous, 
containing both large and small cells, we suggest that the larger ones expressing more 
mannose receptors are better endowed to kill ingested Candida, whereas the cytoplasm of the 
smaller ones provides a better environment for the transition of the yeast to the more 
aggressive hypha form.   
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Legends 
 
Figure 1. Morphologic appearance of C. albicans isolates 
The isolates were grown in Sabouraud dextrose broth for 24 h at 28°C. Brightfield image 
from (A) strain 577, (B) strain CR1 and (C) strain CR15. 
 
Table 1. Apoptosis of macrophages induced by C. albicans  
The percentage of macrophage apoptosis was determined 1 h after infection with C. albicans. 
The strain 577 was used as negative control of apoptosis. Values are means±SEM for 5 
experiments.  
 
Figure 2. Exposure of phosphatidylserine after incubation of macrophages with C. albicans 
CR15 
Monolayers of macrophages were co-incubated with C. albicans CR15 1:5 for 1 h and labeled 
with annexin V-FITC. (A) Macrophage from mice pretreated with PBS; (B) brightfield image 
from the same field as A; (C) macrophages from mice pretreated with Con-A; (D) brightfield 
image from the same field as C. Optic microscopy of Con-A-activated macrophages co-
incubated with C. albicans CR15 (E) and resident macrophages (F).  May-grumwald Giemsa 
stain.  Representative results of five experiments. 
 
Figure 3. Effect of Con-A on phagocytosis of C.albicans 
Macrophage from mice treated with PBS or Con-A were co-incubated with unopsonized or 
opsonized C. albicans CR15, 577 and CR1 for 1 h at 37°C and the percentage of 
phagocytosing macrophages was determined by counting 200 macrophages. Data are 
means±SEM for five experiments. *P< 0.05 compared to resident macrophages. 
 
Figure 4. Viability of C. albicans co-incubated with resident or Con-A activated macrophages 
Percentage of inoculum after 1h of co-incubation with resident or Con-A activated 
macrophages. Data are means±SEM for five experiments. *P< 0.05 compared to 
resident macrophages.  
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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