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Resumo

Nosso grupo demonstrou previamente que o pré tratamento com Concanavalina-A (Con-A)
pode induzir a producdo de TNF-alfa e proteger os camundongos contra um inoculo letal de
Candida albicans. Neste estudo, avaliou-se a producdo de IL-6 e a populacdo de células
fagociticas em camundongos pré-tratados com Con-A e infectados por via intraperitoneal com
C. albicans 10’ por (30 minutos, 2, 6, 18 e 24h). As células fagociticas obtidas da cavidade
peritoneal foram analisadas por aderéncia das células em laminulas de vidro, incubadas por 30
minutos a 37°C com 5% CO,, fixagdo em metanol, coloracio em Giemsa e observacdo em
microscopio Optico, contando-se 20 campos em imersdo. Em sobrenadantes dos exsudatos
peritoneais estocados no freezer a -20°C foi feita avaliagdo de IL-6 por ELISA. A populacio de
macréfagos e neutréfilos aumentaram significantemente apds 6 horas de infec¢do. Apds 18 e
24h de infec¢do, a migracao de macréfagos e neutréfilos foram similares para ambos os grupos.
O aumento na producao de IL-6 correlaciona com o aumento da migracdo de células fagociticas
para a cavidade peritoneal. Entretanto, outras citocinas também devem ter participado do
processo.
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Abstract
Our group demonstrated previously that treatment with concanavalin-A (Con-A) can induce the
production of TNF-alpha and protect mice against a lethal inoculum of Candida albicans. In
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this study, the production of IL-6 and the population of phagocytic cells in mice pretreated with
(Con-A) and infected with C. albicans 10" for (30 min, 2, 6, 18 and 24h) by i.p. pathway were
evaluated. The analysis of phagocytic cells was accomplished by adherence of the cells to glass
coverslips and incubated for 30 min at 37 ° C with 5% CO2, fixation in methanol and Giemsa-
staining and light microscope observation in 20 fields. In supernatants from peritoneal exudates
stored at -20 ° C feezer was determined IL-6 by ELISA. The population of macrophages and
neutrophils increased significantly after 6 hours of infection. At 18 and 24 hours postinfection,
the migration of macrophages and neutrophils were similars for both groups. The increase in
production of IL-6 correlates with the increased migration of phagocytic cells into the peritoneal
cavity. However, other cytokines must also have participated in this process.

Keywords: IL-6, concanavalin-A, macrophages, neutrophils.

INTRODUCAO

A importancia das doencas fingicas aumentou nas ultimas trés décadas,
principalmente pelo aumento na populacdo de individuos imunocomprometidos,
incluindo pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
transplantados e portadores de cancer'"?.Outras condi¢des tais como: o uso de
antibidticos de amplo espectro por tempos prolongados e internacdo hospitalar por
doencas severas ou procedimentos cirdrgicos, nutricdo parenteral, uso de cateteres
arteriais ou endovenosos, ventilagdo artificial podem predispor o paciente a
candidiases”*.

Nosso grupo tem trabalhado com imunomoduladores com intuito de melhorar a
resposta imune do hospedeiro e também na tentativa de compreender os mecanismos
envolvidos com a superacdo da candidiase para que no futuro possam contribuir como
fins terapéuticos. Assim, em camundongos pré-tratados com lectinas, como
concanavalina-A (Con-A) ocorreu rdpida depuracdo de C. albicans 577 do bago, rins e
figado, ap6s inéculo por via intraperitoneal®. Foi verificado que pré tratamento com
ArtinM foi efetivo para proteger de uma dose letal de C. albicans CR15°. Além disso,
ocorreu aumento significante de fagocitose e morte de C. albicans mediada por
receptores de manose, complemento e Dectina-17%%1% O tratamento com Con-A
induziu produgdo de TNF-alfa por células da cavidade peritoneal, por células do bago,
figado e rins apds infeccao com C.albicans CR15 e protegeu-os contra um indculo
letal'". Entretanto, os animais tratados com placebo (PBS) tiveram baixa capacidade
fagocitica e candidacida e destes 80% morreram com o mesmo indculo. Dos isolados de
pacientes HIV+, além da C. albicans CR15 trabalhamos com a CR1 que causou
apoptose dos macréfagos e producao de IL-10, uma citocina imunossupressora(12’13’14’15)
Ao analisarmos todos os isolados de C. albicans e ndo albicans verificou-se que em
condi¢des de baixa nutricdo, ao ser adicionado albumina, todos produziram aspartato
proteinases, considerado um fator de viruléncia de Candida, associado a aderéncia aos
tecidos do hospedeiro, além de degradar imunoglobulinas e proteinas da matriz
extracelular, causando lesdes'?,

Virias citocinas pro-inflamatorias tais como TNF-a, IL-1f, IL-6, e IL-12 sdo
produzidas por neutréfilos, mondcitos e macréfagos apds reconhecimento de padrdes
moleculares na superficie de C. albicans. Tem sido sugerido que manana de C. albicans
pode ser reconhecida por receptores de manose ou por TLR4 e fosfolipomanana
interage com TLR2 enquanto [-glucanas foram reconhecidas por um complexo de
dectina-1 e TLR2, as quais disparam inducdo de morte microbiana e constituem a
primeira etapa na ativacdo da resposta imune inata"'"-'®!%1020),
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O objetivo deste estudo foi avaliar a producdo de IL-6 e seu papel na migracao
de fagdcitos para a cavidade peritoneal em camundongos pré-tratados com Con-A ou
PBS durante a infec¢do com C. albicans.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Grupos de camundongos Swiss (6 cada) machos, com peso aproximadamente 28-32 g
entre 50-70 dias de idade. Os camundongos receberam édgua e ragcdo autoclavadas ad
libitum. Os protocolos experimentais receberam a aprovagdo do comité de ética em
experimentacdo animal da Universidade Estadual de Londrina, sob registro n°
103373.2012.78.

Cultivo de Candida albicans

C. albicans CR15 isolada de paciente HIV+, com infeccdo oral e esofagiana foi
identificada através de cultivo em Chromoagar e mantida em 4gar Sabouraud dextrose
(Difco). Para os experimentos, alcadas do estoque foram transferidas para meio
Sabouraud-dextrose e incubado a 28°C. Através deste procedimento obte-se uma cultura
com aproximadamente 95% de células leveduriformes’. As células obtidas apés 24
horas de crescimento foram lavadas duas vezes em salina tamponada com fosfato
(PBS), pH 7,0 e apés contagem em cimara de Neubauer foram diluidas em RPMI 10’
/ml.

Anadlise da populacao de células fagociticas

Grupos de camundongos contendo 5 animais para cada tempo foram pré-tratados com
250 pg Con-A (SIGMA,MO,USA) ou PBS. Um grupo controle, sem infeccao foi
utilizado. Ap6s a infec¢do de 30 minutos, 2, 6, 18 e 24h, os animais foram eutanasiados
e seu exsudato peritoneal coletado. O material foi entdo centrifugado, e o pellet de
células foi adicionado a placas de 6 pocos (TRP) com laminulas. As células foram entdo
incubadas por 30 minutos a 37°C com 5% CO,, para adesdo das células fagociticas.
Apd6s o tempo transcorrido, as células ndo aderentes foram lavadas com RPMI, e
adicionado metanol para fixacdo deste material por 20 minutos. Foi realizada coloracao
com o método de Giemsa, seguido de andlise no microscopio 6ptico (Nikon), 20
campos em imersao, para determinagdo da populagdo de macréfagos e neutréfilos
recrutados para o sitio de infec¢do. Os sobrenadantes foram guardados em freezer -20°C
para dosagem de citocinas.

Anadlise de producgdo de IL-6

Foram coletadas aliquotas de sobrenadantes dos exsudatos peritoneais descrito acima
desafiadas com C. albicans por 30 minutos e 2, 6, 18 e 24h e estocados no freezer a -
20°C para avaliagdo de IL-6 por ELISA de captura com KITS comerciais procedentes
de Ebioscience USA.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por teste t de Student para avaliar as diferengas entre
os grupos tratados com Con-A e controle. P< 0,05 foi considerado significante
comparado ao controle.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Em estudos anteriores, foi verificado o aumento da atividade dos receptores de
manose e dectina-1 nos grupos pré-tratados com Con-A por trés dias comparado ao
grupo controle>*”. No presente estudo, foi possivel notar um aumento dos niveis de
IL-6 apés 30 minutos de infeccio no grupo com Con-A, embora, ap6és 2h foi
identificado niveis similares de IL-6 tanto no grupo PBS quanto no grupo Con-A
(Figura 1). Isso talvez possa explicar o aumento de macréfagos e de neutréfilos na
cavidade peritoneal e também a participacio da IL-6 e do TGF-P na diferenciacdo das
células TH17.
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Figura 1. Producdo de IL-6 ao longo do curso de infec¢do com Candida albicans em
camundongos pré-tratados com Con-A ou PBS.
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Figura 2. Populagdo de macréfagos e neutréfilos no curso de infeccdo com Candida
albicans em camundongos pré-tratados com Con-A ou PBS.

A populacdo de macréfagos encontra-se diminuida durante as fases iniciais da
infec¢do, em ambos os grupos estudados como mostra a Figura 2 e esta redu¢@o poderia
ser explicado por ocorréncia de apoptose induzida pela CR15 como ja demonstrado por
Geraldino et al.(2010) em experimentos in vitro. Entretanto, verificamos que novas
células podem ter migrado para a cavidade peritoneal durante a infeccao provavelmente
por efeito de IL-6. A citocina IL-6 induz hematopoiese, inflamacdo e também ¢é
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fundamental para producdo de IL-17?". Foi observado que os macréfagos ativados com
a Con-A fagocitaram um grande nimero de leveduras e se espalharam por toda a
lamina, enquanto macréfagos controle ndo impediram a transicdo de levedura para hifa
e foram parcialmente destruidos"' "', corroborando com os resultados aqui encontrados.

A populacdo de neutréfilos aumentou significantemente apds 6 horas de
infeccdo em ambos os grupos como mostrado na Figura 2 e foi mantido por 18 e 24
horas de infec¢@o, a migracdao de neutréfilos foi, portanto similar para ambos 0s grupos
(Figura 2). A resposta antimicrobiana pelos neutréfilos causou uma redugao nas UFCs
na cavidade peritoneal, principalmente no grupo pretratado com Con-A como ja
verificado anteriormente''. Os resultados sugerem que pretratamento pela Con-A induz
migracdo dos neutréfilos mais eficientes para matar o patdgeno, e ndo podemos excluir
a participacao de outras citocinas, incluindo TNF-alfa e IL-17.

Em conclusdo, os resultados obtidos sugerem que o pré-tratamento com Con-A
aumentou os niveis de IL-6 desde meia hora de infec¢do, indicando que esta citocina
deve ter contribuido para a geracdo e migracdo de macréfagos e neutréfilos com maior
eficiéncia para causar morte do patdgeno comparado ao controle.
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