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Infecgdes sistémicas por
Candida albicans tém-se tor-
nado cada vez mais comuns
como resultado de uma varie-
dade de fatores, incluindo o
maior numero de pacientes
“imunossuprimidos’’, o uso
de hiperalimentacdo endove-
nosa, e 0 uso cada vez maior
de antibidticos de largo espec-
tro.'* Muitos outros proces-
sos utilizados para prolongar
a vida de pacientes seriamente
doentes, diminuem 0s meca-
nismos de defesa do hospedei-
ro, tornando esses individuos
mais susceptiveis a infeccOes
por fungos. Candida sp. sdo
os fungos que mais comumen-
te causam infecgOes em pa-
cientes com doencas hemato-
l6gicas.® ¢ Muita atencdo tem
sido dada ao papel da imuni-
dade celular na defesa contra
as infeccBes por Candida.”®
Sabe-se porém, que uma vez
na corrente sangliinea, o prin-
cipal mecanismo de defesa
contra a Candida é dependen-
te dos polimorfonucleares
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(PMN). Em animais experi-
mentais o controle da infec-
¢do coincide com a presenca
de grande quantidade de PMN
na circulacdo, e um atraso na
mobilizacdo dos leucbcitos,
induzido pela administracdo
de corticoster6ides é acompa-
nhado por um importante au-
mento da infeccdo.! ®

Entretanto, existe grande
duvida sobre a efetividade da
morte intracelular das células
de Candida pelos neutr6filos
humanos. Os resultados va-
riam de completa sobrevivén-
cia @ morte de dois-tercos das
Candidas ingeridas.! /12 Por-
tanto decidimos estudar o pa-
pel do PMN na defesa do or-
ganismo nas infecgdes por
Candida, e o significado da
permanéncia da Candida viva
no interior dos neutrofilos.

METODOS

Cepas de Candida Albicans:
As cepas de Candida albicans
foram originalmente isoladas

do trato respiratério de um
paciente com infeccdo pulmo-
nar comprovadamente causa-
da pelo fungo, utilizando res-
pirador de volume hd aproxi-
madamente um més. As leve-
duras cresceram em d&gar Sa-
bouraud com 2% de glicose,
por 18 horas a 37° C. Em se-
guida foram lavadas duas ve-
zes e re-suspendidas em solu-
¢do buffer de fosfato (PBS), a
uma concentragdo de 107/ml.

PREPARACAO DOS LEU-
COCITOS: Quarenta mililitros
de sangue foram obtidos de
um controle normal. Este foi
heparinizado a uma concen-
tragdo final de 10 U/ml, de
heparina aguosa, e combinan-
do com dextran a 10% (peso
molecular de 40.000 — CE-
ME) na relagdo de 2 volumes
de sangue para um volume de
dextran. Ap6s uma hora de
sedimentacdo a temperatura
ambiente, a camada superna-
dante, rica em leucécitos, foi
separada, centrifugada duran-
te 30 minutos a 400 rpm, la-
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vada uma vez e re-suspendida
em solugdo de cloreto de
amonio a 0,83%. Apds a lise
hipotdnica dos eritrécitos, a
preparacdo foi lavada outra
vez, centrifugada e re-suspen-
dida em solucdo salina balan-
ceada de Hanks, acrescentan-
do-se albumina humana. Mais
do que 98% dos PMN parece-
ram vidveis na sua habilidade
de excluir o ""trypan blue'’ a
0,4%. Foi feita contagem
quantitativa e diferencial dos
leucodeitos, e a concentragdo
final foi de 107 PMN/ml.
ESTUDO DA FUNCAO
DO NEUTROFILO: Tubos
duplicados contendo 0,1 ml
de Candida albicans previa-
mente ajustadas em 107 célu-
las, 0,6 ml de PMN, e 0,3 ml
de solugdo salina balanceada
de Hanks, foram colocados
sob rotacdo continua a 37°
C. Misturas contendo Candida
albicans e solucdo de Hanks
sem PMN foram inclufdas no
teste para servir de controle.
A 0,30, 60 e 120 minutos,
amostras foram colhidas, di-
luidas com d4gua destilada e o
nimero de Candida por milili-
tro foi determinado pelo mé-
todo de “pour-plate”. A per-
centagem de Candida albicans
fagocitada e morta pelos PMN
foi calculada utilizando a di-
ferenga na contagem dos tu-
bos com e sem PMN.
MEDIDA DA FAGOCITO-
SE: O fndice visual de fagoci-
tose foi determinado combi-
nando-se Candida albicans
com granulbcitos em solucdo
salina balanceada de Hanks.
Apds 20 minutos de agitacdo
continua a 37° C, uma cama-
da de células foi preparada,
corada pelo Wright e exami-
nada ao microscopio. A per-
centagem de granuldcitos as-
sociados a Candida albicans e
o numero de Candida albicans
por granul6citos foi determi-
nado contando-se 200 células.
ANALISE ESTATISTICA:
A comparacdo entre os tubos
com e sem PMNs, e a resis-
téncia da Candida albicans a
fagocitose, in vitro, foram

analisadas pelo teste de Stu-
dent.

RESULTADOS

As cepas de Candida albi-
cans isoladas, foram testadas
para a fagocitose, pelo PMN,
na auséncia de plasma, para
evitar a acdo de substdncias
opsonizantes; porém foi adi-
cionada albumina a solucdo,
para que houvesse, no meio,
fons importantes nos mecanis-
mos de fagocitose.

No grupo de controle, sem
a presenca de PMN no meio,
houve pouco crescimento de
coldnias de Candida albicans
na placa de ‘“pour-plate”,
guando comparadas ao grupo
com polimorfonucleares, mos-
trando que a Candida albicans
encontrou dificuldades para
crescer N0 meio, na auséncia
de neutrofilos.

Os testes comparativos pa-
ra ingestdo, que foram feitos
com as cepas de Candida albi-
cans, mostraram um padrdo
similar de ingestdo pelos

PMNs. Nenhuma diferenca
significativa (P > 0,10) nos
indices de fagocitose foi de-
tectada entre as cepas testa-
das.

Com a adicdo dos PMNs
ao sistema a percentagem mé-
dia de Candida albicans morta
foi de 68% apds 1 hora de
incubagdo, indice este que
pouco se alterou apds duas
horas de incubacdo. Esta dife-
renca foi significativa para P >
0,005, pelo teste de Student.

Até 30 minutos de incuba-
¢do, praticamente ndo houve
variacdo na quantidade de co-
Ibnias de Candida albicans
isoladas no ‘‘pour-plate”,
mostrando que até esse mo-
mento os PMNs ndo haviam
sido capazes de fagocité-las,
ou ainda de destruir as células
fangicas (figura 1).

Nos fagdcitos houve sobre-
vivéncia de Candida albicans,
sendo este padrdo evidente
aos 120 minutos de incuba-
¢do quando o ndmero de cé-
lulas flngicas intracelulares,
vivas, permaneceu praticamen-
te inalterado (P > 0,10).
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Figura 1 — Ndmero de colbnias de Candida albicans sobreviventes das cepas A e B,
apbs incubagdo na presengca de PMNs durante 30,60 e 120 minutos. Os resultados
estdo expressos em numero médio, com as variacoes de mais e menos represen-

tadas.
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CONCLUSOES

Esses experimentos docu-
mentam o papel do leucécito
polimorfonuclear na defesa
organica contra Candida albi-
cans.

As infeccBes sistémicas por
Candida albicans tém-se tor-
nado extremamente comuns,
principalmente em pacientes
com neoplasias disseminadas,
em vigéncia ou ndo de qui-
mioterapia. O mecanismo
imediato de defesa do orga-
nismo a entrada deste fungo é
dependente da presenca de
PMNs.! ! Porém diversos tra-
balhos tem mostrado que a
inclusdo e a destruicdo da
Candida albicans pelo PMN
ndo se faz imediatamente, e
mais ainda, que diversas célu-
las permanecem vivas no inte-
rior do neutrofilo apesar da
presenca de enzimas fungici-
dagt?

Exceto em um Unico estu-
do, as evidéncias indicam que
a maioria das Candidas ingeri-
das sobrevivem no interior
dos PMNs. A morte intra-ce-
lular que ocorre é relacionada
a mecanismos dependentes e
ndo dependentes da mielope-
roxidase.! ' Em um pequeno
niimero de casos, a deficién-
cia de mieloperoxidase tem si-
do associada com o apareci-
mento de Candidiase dissemi-
nada, mas na maioria dos ca-
sos de deficiéncia de mielope-
roxidase, a infeccdo por Can-
dida ndo tem ocorrido.

Neste estudo nés utiliza-
mos cepas Vvirulentas de Can-
dida albicans e as colocamos
na presenca de PMNs teorica-
mente sdos. Os experimentos
foram realizados na auséncia
de plasma, a fim de estudar-
mos apenas a fungdo dos
PMNs, independente da pre-
senca dos fatores opsonisantes
do plasma. Um estudo do
grupo controle adotado, mos-
trou que o crescimento da
Candida albicans foi maior
guando incubada na presenca
de neutrofilos, o que reforga
a hipotese da sobrevida intra-
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celular do fungo. No grupo
controle, o ndmero de cold-
nias encontradas ndo variou
com o momento em que fo-
ram colhidas as amostras (ta-
bela 1).

dida albicans com PMNs 3, 4
ou até b horas ap6s a incuba-
cdo. Porém, os dados ja obti-
dos parecem indicar que nao
havera variacdo estatistica-
mente significante no nimero

Tabela 1
Namero de coldnias isoladas apds incubagdo com PMNs

Tubos contendo

niamero de coldnias isoladas apbs incubagdo

C. albicans e

leucocitos 0 min 30 min 60 min 120 min
A 67 £ 10 68 + 8 32+4 26 £ 10
B 32 +2 38 + 1 14 =2 14+ 1
Tubos contendo
C. albicans
A 3+056 305 2+ 3
B 4 4+0,3 2+05 2

Os resultados obtidos mos-
tram que a Candida albicans,
apds ser fagocitada pelo PMN,
necessita no minimo de 1 ho-
ra para ser ingerida pelo mes-
mo, conforme se viu em tra-
balhos anteriores.!*/'5 Apobs
60 minutos, 68% das células
de Candida albicans, inicial-
mente incubadas em solugdo
com PMNs, estavam mortas
(P > 0,005). Porém, apbs 120
minutos este percentual prati-
camente ndo se alterou (P <
0,10), mostrando que os 32%
de Candida albicans que per-
maneceram vivas no interior
dos leucotcitos resistiram 3
acdo dos mesmos. Isto nos le-
va a admitir que cepas viru-
lentas de Candida albicans po-
dem ser fagocitadas por neu-
trofilos e permanecer vidveis
no seu interior. O reconheci-
mento de células resistentes
nas cepas utilizadas de Can-
dida albicans levanta a hipdte-
se de que essas células teriam
provavelmente componentes
de superficie celular que as
tornassem resistentes a diges-
tdo pelo fagécito. Clones dife-
rentes em uma mesma cepa ja
foram encontrados anterior-
mente por Richardson e
Smith.®

Seria possivel repetir esses
experimentos colhendo — se
amostras da solucdo de Can-

de fungos mortos pelos fago-
citos ap6s 1 hora de incuba-
cdo.

A sobrevivéncia de clones
de cepas virulentas de Cand/i-
da albicans no interior dos
neutrofilos, pode ser impor-
tante nos estdgios mais tar-
dios da infeccdo. Por exem-
plo, a sobrevivéncia no inte-
rior dos fagocitos deveria per-
mitir o alastramento dos blas-
toporos para outros tecidos,
como O rim; a invasdo teci-
dual poderia entdo ocorrer se
a sobrevivéncia e o posterior
crescimento ocorresse nos Ma-
créfagos que sdo fixos em oOr-
gdos, tais como o figado e o
baco.

O paradoxo dos PMNs pa-
recendo essenciais para a limi-
tacdo da infecgcdo sistémica e
a limitada habilidade dessas
células em matar a Candida
igerida, sugere que o neutro-
filo deve ser capaz de causar
danos a Candida albicans na
auséncia da fagocitose con-
vencional, provavelmente pela
liberacdo de constituintes li-
sossdOmicos.! ?

Estudos estdo em desenvol-
vimento na tentativa de com-
parar a acdo dos fagocitos
contra a Candida albicans na
presenga e auséncia do com-
plemento.
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SUMMARY

Two strains of Candida albicans
were obtained from patients with
respiratory infections and were
virulent for them. After incubation
with human leukocytes, some
clones of these strains were able to
survive inside of phagocytes. The
viability of the strains was main-
tained after 120 minutes of
incubation; thus the leukocyte
nonspecific defense mechanisms
had limited effect on virulent
strains in vitro, and this effect is
maximum after 1 hour of incuba-
tion.
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