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RESUMO

As infeccBes fungicas sdo um problema de saude publica, especialmente em ambientes
hospitalares, nos quais Candida spp. s@o as principais causadoras de infec¢des fungicas
invasivas. Dentre os fatores associados a viruléncia desse género destacam-se a produgdo de
adesinas e aspartato proteases, que contribuem para a adesdo e invasdo dos tecidos do
hospedeiro. Acredita-se que a exposi¢do de Candida spp. a fagécitos e/ou a concentracoes
subinibitdrias de antifingicos pode alterar a expressdo dessas proteinas e aumentar a
viruléncia do fungo. Esse trabalho objetivou avaliar fatores associados a viruléncia tais como
metabolémica e expressdo dos genes SAP2, SAP4, SAP9, SAP10, HWP1 e ALS3, em isolados
clinicos de C. albicans em interacdo com macrdfagos e ap0s exposi¢do a concentragdes
inibitdrias e subinibitdrias (1/4 ou 1/8) de antiflngicos. Oito linhagens de C. albicans foram
testadas quanto a sensibilidade aos antifngicos anfotericina B, caspofungina e fluconazol e
mostraram-se sensiveis, com excecdo da 221-V que foi considerada resistente a
caspofungina. A identificacdo dos isolados foi confirmada por MALDI-TOF, e o perfil
metabolémico das linhagens foi analisado por RMN-tH. 66 moléculas foram encontradas no
metaboloma, as quais estdo envolvidas principalmente no ciclo do acido tricarboxilico
(TCA), na glicdlise e gliconeogénese, no metabolismo dos aminoécidos, lipideos e &cidos
nucleicos. Ademais, foram encontradas algumas moléculas associadas a viruléncia fangica.
A linhagem 221-V destacou-se por apresentar altas concentracfes de trealose, glicose,
fumarato, arabitol e glicerol, essas moléculas estdo associadas a resposta ao estresse
oxidativo e osmético. A partir dos resultados de metabolémica e sensibilidade foram
selecionadas trés linhagens para ensaios de fagocitose e expressdo génica. Apos ensaios de
interacdo Candida-macréfagos, foi observado que os macrofagos eliminaram 34,18+5,43%;
35,30+7,12% e 34,81+4,73% das células de leveduras, nas linhagens 121, 221-V e SC5314.
Em relacdo a expressdo génica analisada por gPCR, a interacdo Candida-macréfago regulou
positivamente a expressdo dos genes SAP2 (13,85+1,95), ALS3 (5,81+0,91) e HWP1
(15,66+3,29) em comparacdo com o controle. Em geral, o tratamento com concentracfes
subinibitdrias de anfotericina B, fluconazol e caspofungina aumentou os niveis de expressdo
dos genes analisados. A linhagem 221-V destacou-se por aumentar os niveis de expressdo
dos seis genes avaliados apds exposicdo a caspofungina SAP2 (75,85+10,69), SAP4
(32,19+£15,93), SAP9 (6,91+0,85), SAP10 (55,38+25,19), ALS3 (11,81+4,60) e HWP1
(41,38+8,69) em comparagdo com o controle. Esses resultados mostram que a interagéo com
células hospedeiras e, principalmente, a exposi¢cdo a concentragdes subinibitorias de
antifangicos podem correlacionar-se com o aumento da viruléncia de C. albicans.
ConcentragOes subinibitdrias podem ser utilizadas como tratamento sistémico empirico ou
profilatico para pacientes com fatores de risco para candidiase invasiva, bem como, pode
incorrer em falha terapéutica devido a parametros farmacocinéticos e/ou farmacodinamicos,
a ndo adesdo ao tratamento e erros de dosagem ou ao tempo entre as doses. Além disso,
compreender a patogénese fungica pode auxiliar na pesquisa e desenvolvimento de novas
possibilidades terapéuticas, tais como novos farmacos para candidiase, contribuindo assim
para a reducdo da incidéncia de morbidade e mortalidade associada a infecgdes fungicas.

Palavras-chave: Anfotericina B. Caspofungina. Fluconazol. Fagocitos. Metabolismo.
Fatores de viruléncia.



ABSTRACT

Fungal infections are a public health problem especially in hospital settings where Candida
spp. are the main causes of invasive fungal infections. Among the virulence factors of this
fungus, we highlight the production of adhesins and aspartate proteases, which contribute to
the adhesion and invasion of host tissues. Candida spp. exposed to phagocytes and/or
subinhibitory antifungal concentrations may alter the expression of these proteins and
increase the fungal virulence. This study aimed to evaluate virulence factors such as
metabolomics, antifungal susceptibility and gene expression SAP2, SAP4, SAP9, SAP10,
HWP1 and ALS3, from C. albicans clinical isolates interacting with macrophages after
exposition by inhibitory and subinhibitory antifungal concentrations. Eight C. albicans
strains were tested for susceptibility to the amphotericin B, caspofungin and fluconazole and
all strains were susceptible, except the 221-V which was considered resistant to caspofungin.
The identification of the isolates was confirmed by MALDI-TOF, and the metabolomic
profile was analysed by *H-NMR. 66 molecules were found in the metabolome, which are
mainly involved in the tricarboxylic acid (TCA) cycle, in glycolysis and gluconeogenesis,
in the metabolism of amino acids, lipids and nucleic acids. In addition, some molecules
associated with fungal virulence have been found. The strain 221-V stood out showing high
concentrations of trehalose, glucose, fumarate, arabitol and glycerol, which are associated
with oxidative and osmotic stress response. Three strains were selected for phagocytosis and
gene expression assays from the results of metabolomics and susceptibility. After Candida-
macrophage interaction assays, macrophages killed 34.18 + 5.43%; 35.30 + 7.12% and 34.81
+ 4.73% of yeast cells in strains 121, 221-V and SC5314, respectively. Regarding gene
expression analysed by gPCR, the Candida-macrophage interaction upregulated the
expression of the SAP2 (13.85 + 1.95), ALS3 (5.81 = 0.91) and HWP1 (15.66+3.29) genes
when compared to the control. In general, treatment with subinhibitory concentrations of
amphotericin B, fluconazole and caspofungin increased the expression levels of the analysed
genes. The 221-V strain stood out because it increased the expression levels of the six genes
evaluated after exposure to this antifungal SAP2 (75,85+£10,69), SAP4 (32,19+15,93), SAP9
(6,91+0,85), SAP10 (55,38+25,19), ALS3 (11,81+4,60) and HWP1 (41,38+8,69) when it was
compared to control. These results show that interaction with host cells and especially
exposure to subinhibitory antifungal concentrations can increase C. albicans virulence.
Subinhibitory concentrations may be used as empirical or prophylactic systemic treatment
for patients with risk factors for invasive candidiasis, and may occur in therapeutic failure
due to pharmacokinetic and/or pharmacodynamic parameters and dosing errors or time
between the doses. In addition, understanding fungal pathogenesis may assist in the research
and development of new therapeutics, such as candidiasis drugs, thus contributing to a
reduction in the incidence of morbidity and mortality associated with fungal infections.

Keywords: Amphotericin B. Caspofungin. Fluconazole. Phagocytes. Metabolism. Virulence
Factors.
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1 INTRODUCAO

As doencas fungicas sdo um importante problema de salude puablica, cuja incidéncia
tem aumentado especialmente em individuos imunocomprometidos em ambiente hospitalar
(BRAGA et al., 2018; CORNISTEIN et al., 2013; PROCOP; ROBERTS, 2004; SARDI et
al., 2013). As espécies do género Candida sdo as mais frequentes em infecgdes fungicas
invasivas correspondendo a cerca de 80% a 92% dos casos (CANELA et al., 2018;
COLOMBO et al., 2013b; MARRA et al., 2011). Candida albicans é a espécie mais
comumente isolada em hemoculturas de pacientes com infec¢Oes hospitalares no Brasil, com
incidéncia de 34,3% a 66,6% (ALMEIDA et al., 2013; BRAGA et al., 2018; COLOMBO et
al., 2006, 2013a; DOl et al., 2016; MARRA et al., 2011).

Algumas espécies de Candida spp. podem ser comensais, vivendo em equilibrio com
a microbiota do hospedeiro sem causar-lhe nenhum dano, ou patogénicas. Ambos os estados
comensais e patogénicos envolvem regulacdo e adaptacdo ao microambiente hospedeiro
(DA SILVA DANTAS et al., 2016). Alteracdes na imunidade do hospedeiro, lesdes de pele
ou variagdes da microbiota causadas por antibidticos podem mudar o estado de
comensalismo para patogenicidade (HA et al., 2011; PIROFSKI; CASADEVALL, 2009).
O potencial patogénico pode ser regulado para manter o comensalismo ou para danificar os
tecidos do hospedeiro e evitar resposta imunolégica. Em ambos 0s casos parece que a
biologia celular deste fungo evoluiu para permitir o estabelecimento de diferentes tipos de
relacBes com o hospedeiro humano (DA SILVA DANTAS et al., 2016).

Candida albicans pode provocar infecches mucocutdneas ou invasivas
principalmente em pacientes imunocomprometidos (XU; CHEN; LI, 2008). A imunidade
protetora contra fungos patogénicos envolve diversas moléculas e células das quais
destacam-se as células fagociticas como neutréfilos e macréfagos que sao importantes
fatores na defesa do hospedeiro contra infecgdes por Candida spp. (HA et al., 2011; KAUR;
MA; CORMACK, 2007). Entretanto, quando o sistema imune ndo é capaz de impedir a
infeccdo faz-se necessario a utilizacdo de antifungicos para inibir o crescimento de C.
albicans (VOLMER; SZPILMAN; CARREIRA, 2010).

Anfotericina B, fluconazol e equinocandinas, como a caspofungina, sdo 0s
antifangicos mais utilizados no tratamento de infec¢des fungicas (COLOMBO et al., 2013b;

KLEPSER, 2011). Entretanto, algumas linhagens de Candida spp. tém se mostrado
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resistentes a alguns antifungicos, e essa resisténcia pode estar naturalmente presente ou ser
adquirida com as influéncias ambientais, tais como contato de linhagens com concentragdes
subinibitorias de antifungicos (PFALLER, 2012; SILVA et al., 2012). Tratamentos
profilaticos com antifungicos, recomendados a pacientes transplantados ou internados em
unidades de terapia intensiva que sdo considerados de alto risco para candidiase invasiva,
podem expor linhagens de Candida spp. a baixas concentragdes de antifingicos por longos
periodos de tempo e este é um dos fatores que pode estimular Candida spp. a produzir e
secretar fatores de viruléncia e ainda, selecionar linhagens resistentes (MICELI; DIAZ; LEE,
2011; PFALLER, 2012; SILVA; NERY; DIAS, 2014).

Algumas espécies de Candida spp. possuem importantes fatores associados a
viruléncia, os quais incluem a capacidade de adesdo as células hospedeiras, alteracdes
fenotipicas e morfoldgicas, formacdo de biofilmes, producdo e secrecdo de enzimas
hidroliticas e de uma toxina peptidica citolitica, chamada candidalisina (MOYES et al.,
2016; SILVA et al., 2012). Dentre esses fatores associados a viruléncia, destacam-se as
adesinas que participam da adesdo da levedura ao hospedeiro e as proteases asparticas
secretadas (Sapp) que degradam proteinas do hospedeiro, inclusive do sistema imune
(NAGLIK et al., 2004; ORSI et al., 2014). Isolados de Candida spp. expostos a antifingico
podem alterar seus perfis de expressao de adesinas e Sapp (SILVA et al., 2015; HOSSEINI
et al., 2019). Sendo assim, faz-se importante o estudo e comparacéo entre a sensibilidade
de isolados e a expressao génica de adesinas e proteases para melhor entendimento da relagédo
entre expressdo génica e patogenicidade de Candida spp.

O sucesso de C. albicans como patégeno depende da réapida adaptacdo aos
microambientes do hospedeiro, através do remodelamento metabdlico, resisténcia ao
estresse e expressdo de determinantes de viruléncia. Além de apoiar as funcdes celulares
bésicas, a utilizacdo de muitos aminoacidos tem um efeito direto sobre a patogenicidade dos
fungos, desencadeando as principais caracteristicas de viruléncia, incluindo a morfogénese
das hifas e o crescimento do biofilme em C. albicans (GARBE; VYLKOVA, 2019). Como
pode fornecer informacdes importantes sobre a resposta de um organismo, a integracdo da
metaboldmica em um estudo de interacdo fungo-hospedeiro seria uma adicdo altamente
valiosa junto a outros estudos “6micos” (CULIBRK; CROFT; TEBBUTT, 2016).
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2 REFERENCIAL TEORICO

A seguir esta descrita uma revisdo de literatura sobre 0s principais temas dessa tese,
0s quais sdo: Candida spp. e infeccbes oportunistas; Expressdo génica de adesinas em
C. albicans e patogénese; Expressdo génica de aspartato proteases secretadas (SAP) em
Candida spp. e patogénese; A importancia de pesquisar expressao génica de adesinas e
proteases em C. albicans; O uso das tecnologias “6micas” no estudo de viruléncia e interagdo

Candida-hospedeiro.

2.1 Candida spp. E INFECCOES OPORTUNISTAS

Candida spp. podem estar presente em equilibrio na microbiota de individuos
saudaveis. Entretanto, esse fungo é capaz de causar infeccdes oportunistas quando existem
distdrbios na microbiota do homem, como no crescimento fdngico por uso de
antimicrobianos de amplo espectro, no comprometimento do sistema imune e em lesGes de
pele e mucosas (HA et al., 2011).

Algumas espécies de Candida spp. podem ser classificadas como fungos
polimorficos por apresentarem-se sob a forma leveduriforme ou filamentosa (hifas ou
pseudo-hifas). A forma de levedura possibilita o rapido deslocamento através de superficies
mucosas, fluidos corporais e corrente sanguinea. Em contraste, as hifas permitem maior
adesdo, formacdo de biofilmes, evasdo e lise de macréfagos e neutrdfilos, invasdo das
camadas de células epiteliais e outros tecidos do hospedeiro (MAYER; WILSON; HUBE,
2013; THOMPSON; CARLISLE; KADOSH, 2011).

As infeccOes por Candida spp. predominam dentre as infecgdes fungicas oportunistas
em todo o mundo, e C. albicans € o principal agente de candidiase invasiva seguida por
outras espécies ndo-albicans de Candida spp. (BRAGA et al., 2018; CORNISTEIN et al.,
2013; PFALLER; DIEKEMA, 2007). A candidemia ou candidiase invasiva disseminada é
uma infec¢do resultante da presenca do patdgeno na corrente sanguinea (PAPPAS et al.,
2004). Essa doenca esta associada a altos indices de mortalidade, aproximadamente 54%, e
ao aumento dos custos com cuidados e duracdo da hospitalizagdo (COLOMBO et al., 2006;
MORGAN et al., 2005; WILSON et al., 2002).

Anfotericina B, fluconazol e equinocandinas, como a caspofungina, sdo 0s

antifangicos mais utilizados no tratamento de infeccOes fungicas, entretanto, as
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equinocandinas sdo recomendadas para tratamento de candidiase invasiva (COLOMBO et
al., 2013b; JACK et al., 2016; KLEPSER, 2011). As equinocandinas sdo conhecidas por
inibir a sintese da parede celular fangica através da inibicdo ndo competitiva das subunidades
Fks da (1,3)-B-d-glucana sintase, ademais, um estudo recente mostrou gque estas podem
promover também necrose e apoptose (ARYAMLOO et al., 2019). Algumas linhagens de
Candida spp. tem apresentado resisténcia a caspofungina, resultantes de mutac¢des pontuais
no gene FKS1 no cromossomo 1, que codifica uma subunidade catalitica do alvo 1,3-B-d-
glucana sintase (PERLIN, 2015).

A anfotericina B atua ligando-se ao ergosterol na membrana celular dos fungos,
aumentando a permeabilidade desta e causando a fuga de componentes intracelulares como
ions de sodio, potassio, magnésio e cloreto (LOO; MUHSIN; WALSH, 2013). Casos de
Candida spp. resisténcia a anfotericina B sdo raros e geralmente estdo ligados a mutacGes
nos genes ERG2, ERG3 e ERGL1) que sintetizam enzimas necessarias para sintese do
ergosterol (MEADOWS, 2013).

O fluconazol inibe a enzima lanosterol 14 a-desmetilase, bloqueando a incorporacao
de ergosterol na membrana plasmatica e levando ao acumulo de esterdis intermediarios.
Esses esterdis intermediarios ndo possuem a mesma configuracao e propriedades fisicas do
ergosterol; portanto, fazem com que a membrana plasmatica se forme com propriedades
alteradas, alterando a fluidez, a permeabilidade e prejudicando a captacdo de nutrientes, o
que acaba levando a toxicidade celular (TAVEIRA et al., 2016). Linhegns resistentes ao
fluconazol normalmente apresentam alteraces da enzima-alvo, o citocromo P-450
lanosterol 14a-desmetilase (Ergllp), ou mutacOes pontuais do gene (ERG11) que codifica
aenzima (PEREA et al., 2001).

De modo geral, o desenvolvimento e a evolugcdo de processos infecciosos estdo
relacionados a viruléncia do microrganismo e a capacidade do hospedeiro em prevenir ou
combater a invasdo ou colonizac¢do microbiana (HUBE; NAGLIK, 2001). Algumas espécies
de Candida spp. podem apresentar importantes fatores associados a viruléncia, os quais
incluem a capacidade de adesdao as células hospedeiras, alteracdes fenotipicas e
morfolégicas, formacdo de biofilmes, capacidade de resistir ao peroxido de hidrogénio e
derivados e a capacidade de produzir e secretar enzimas. Algumas proteinas importantes séo
as adesinas, que auxiliam no processo de adesao e instalacéo de infecces, e as proteases que
auxiliam nos processos de adesao e invasao, danificando tecidos do hospedeiro (DE GROOT
etal.,, 2013; SILVA et al., 2012).
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2.2 EXPRESSAO GENICA DE ADESINAS EM C. albicans E PATOGENESE

As adesinas fangicas modulam a adesdo, agregacao, formacao de biofilme e respostas
imune do hospedeiro (DE GROOQOT et al., 2013). Dois genes muito importantes responsaveis
pelo processo de adesdo em C. albicans sdo os genes HWP1 e HWP2 que codificam as
proteinas Hwplp e Hwp2p, manoproteinas ligadas ao glicosilfosfatidilinositol (GPI) na
membrana e parede celular e especificas para formas filamentosas (DE GROOT et al., 2013,
MARTIN et al., 2011; STAAB et al.,, 1999). Esses genes sdo importantes para 0
desenvolvimento de hifas, na adesdo de levedura em células epiteliais do hospedeiro e no
crescimento de biofilmes (NAILIS et al., 2010; ORSI et al., 2014).

Como o gene HWP1 € detectado tanto em hospedeiros assintomaticos de
C. albicans quanto em pacientes com candidiase oral ou vaginal, as formas filamentosas
fangicas podem estar presentes em ambos 0s casos, nNo entanto, a expressdo desse gene €
maior entre isolados de pacientes com candidiase (NAGLIK et al., 2006). ApGs serem
expostos as células da micrdglia, células imunitarias neuronais, espécies de Candida spp.
aumentam significativamente os niveis de mMRNA de HWP1, apoiando ainda mais a ideia de
que a expressao de HWP1 deve ser considerada como um fator de viruléncia (ORSI et al.,
2014).

Outra importante familia de genes responsaveis pela producdo de adesinas sdo 0s
genes de sequéncia tipo aglutinina (ALS), que codificam glicoproteinas da superficie celular
fangica que podem se ligar a peptidicos de células humanas, inclusive imunoglobulinas, ou
formar agregados com outros microrganismos potencialmente patogénicos para 0 homem,
levando a infec¢bes mistas (DE GROOT et al., 2013; HOYER et al., 2008; SILVERMAN
et al., 2010). Esta familia de genes é composta por nove membros ALS1-9. Os genes ALS1-
4 codificam adesinas especificas para formar tubos germinativos e hifas, enquanto ALS5 e
ALS9 estdo associados com blastosporos (MODRZEWSKA; KURNATOWSKI, 2015). Os
genes ALS1-4 possuem importancia na adesdo de Candida spp. em células epiteliais e
endoteliais do hospedeiro, inclusive os genes ALS2 e ALS4 ja foram descritos no processo
de adesdo fungica em epitélio vascular (DE GROOT et al.,, 2013; MODRZEWSKA;
KURNATOWSKI, 2015; ZHAO et al., 2005). A expressao desses genes varia ndo s6 em
fungéo da morfologia, mas também na fase de crescimento de fungos e meio que se encontra
(MODRZEWSKA; KURNATOWSKI, 2015).
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As adesinas Alslp, Als3p e Hwplp desempenham fungdes complementares durante
a formacéo de biofilmes sugerindo que estas possam interagir para promover a adesao entre
superficies celulares adjacentes (NOBILE et al., 2008). Além disso, a Als3p pode induzir a
endocitose de C. albicans por ligacdo a N-caderina nas células endoteliais e
E-caderina nas células epiteliais bucais (PHAN et al., 2007).

Em relagdo a exposicdo de Candida spp. a antifingicos, a expressao de ALS1 pode
ser regulada positivamente por caspofungina, enquanto a exposi¢do ao fluconazol pode
diminuir os niveis de Als3p e Hwplp (GREGORI et al., 2011; SORGO et al., 2011). Estas
pesquisas sustentam a importancia no estudo da expressdo diferencial desses genes em

leveduras expostas a antifangicos.

2.3 EXPRESSAO GENICA DE ASPARTATO PROTEASES SECRETADAS (SAP) EM
Candida spp. E PATOGENESE

Existe uma familia de 10 diferentes genes que codificam aspartato proteases
secretadas (SAP1-10) em C. albicans, os quais sdo responsaveis pela producéo das enzimas:
Saplp, Sap2p, Sap3p, Sapdp, Sap5p, Sap6bp, Sap7p, Sap8p, Sap9p e SaplOp, que podem
estar ancoradas a parede celular do fungo ou livres no meio extracelular. Estudos apontam
que as Sapl-8p sdo secretadas extracelularmente, enquanto que, a Sap9p e a Sapl0p estdo
ligadas a membrana celular fungica pelo glicosilfosfatidilinositol (NAGLIK;
CHALLACOMBE; HUBE, 2003; STANISZEWSKA et al., 2012). Linhagens de Candida
spp. ndo patogénicas, em geral, expressam menos genes SAP (PARRA-ORTEGA et al.,
2009).

As enzimas Sapp possuem ampla especificidade de substrato e podem degradar uma
variedade de proteinas humanas, como albumina, hemoglobina, queratina, colageno,
laminina, fibronectina, mucina e quase todas as imunoglobulinas, inclusive a
Imunoglobulina A, a qual é resistente a maioria das proteases bacterianas. Basicamente, a
funcdo dessas enzimas é digerir proteinas disponiveis para fornecer nitrogénio e promover a
sobrevivéncia das células fungicas. Entretanto, também estdo relacionadas a viruléncia, pois
elas acabam por degradar proteinas estruturais e do sistema imunoldgico do hospedeiro
(HUBE; NAGLIK, 2001).

A expressao de genes SAP pode ser diferencialmente regulada. A expressao de SAP1-

3 esta ligada a alteragdes fenotipicas nas linhagens, aderéncia e infec¢des de mucosa. As
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Sapl-6p sdo conhecidas por hidrolisar proteinas do hospedeiro e causar danos teciduais
(NAGLIK et al., 2004).

O gene SAP2 é o0 mais expresso in vivo e Sap2p sdo as principais enzimas secretadas
in vitro (NAGLIK et al., 2004). Sap2p hidrolisa varias proteinas dos hospedeiro como
colageno, lactoferrina salivar, e também proteinas do sistema imune como IgA e enzimas
envolvidas no burst oxidativo em macrofagos (SCHALLER et al., 2005). Além disso, Sap2p
pode induzir modulacdo imune, visto que foi utilizada com sucesso como um imunogeno na
reducdo de candidiase de mucosas em modelos animais (VILANOVA et al., 2004).

Sabe-se que os genes SAP4, SAP5 e SAP6 séo predominantemente expressos em
hifas, sendo estimulados durante a mudanca de C. albicans de levedura para hifas,
contribuindo na adesdo e invasdo de tecidos do hospedeiro (NAGLIK; CHALLACOMBE;
HUBE, 2003; THOMPSON; CARLISLE; KADOSH, 2011). Outro fator de viruléncia
relacionado as isoenzimas Sap4-6p é que estas podem contribuir para a destruicdo dos
macrofagos e escape de células de Candida spp. em processos infecciosos (BORG-VON
ZEPELIN et al., 1998). Um estudo recente mostrou que Sap4-6p possuem um aminoacido
capaz de se ligar a proteina integrina da superficie de células epiteliais, incluindo
queratinocitos, e, desta forma, podem ser internalizadas por lisossomos, alterando
parcialmente a permeabilidade das membranas lisossomais desencadeando a apoptose
através da ativacdo de caspases (WU et al., 2013).

Estudos anteriores mostram que SAP9 é fortemente expressa em C. albicans durante
infecces (NAGLIK et al., 2008; RIPEAU et al., 2002). A intera¢do da levedura com
modelos epiteliais de mucosas mostrou altas expressédo de SAP9, acompanhada de expressao
constitutiva em niveis menores de SAP2 e SAP10. Além disso, isolados mutantes com
deficiéncia na formacdo de hifas expressaram menos SAP2, SAP4, SAP6, SAP9 enquanto a
expressao de SAP10 manteve-se praticamente inalterada (NAGLIK et al., 2008).

A prevaléncia aumentada de infec¢Oes causadas por Candida spp. e a sele¢do de
microrganismos resistentes aos farmacos existentes cria a necessidade de compreender seus
mecanismos patogénicos e, paralelamente, desenvolver novos agentes antifingicos
(BORATE et al., 2011; YANG, 2003). Assim, concentragdes subinibitdrias de antifungicos
podem promover aumento do potencial patogénico por estimulo dos fatores de viruléncia,
como a producdo e secrecdo de Sapp (WU et al., 2000). Costa et al. (2010) analisaram a
influéncia de fluconazol sobre a atividade de Sapp de C. albicans e encontraram aumento de

atividade em isolados resistentes aos azois. Copping et al. (2005) avaliaram a influéncia de
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azois, anfotericina B, caspofungina e 5-flucitosina sobre a atividade de Sapp em isolados de
C. albicans e encontraram um aumento de expressao de SAP2 na maioria dos isolados.

2.4 A IMPORTANCIA DE PESQUISAR EXPRESSAO GENICA DE ADESINAS E
PROTEASES EM C. albicans

Métodos moleculares tém sido amplamente utilizados para a detec¢éo e identificacdo
de proteinas codificadas por familias multigénicas, como a familia de SAP1-10, HWP1-2 e
ALS1-4, e entre esses métodos a qPCR vem sendo descrita em varios estudos (GREEN et
al., 2005; MODRZEWSKA; KURNATOWSKI, 2015; NAGLIK et al., 2008). Esses estudos
tém sido vitais em demonstrar a expressao génica de C. albicans em infec¢des, pois além de
serem capazes de detecta-los, possibilitam analisar os niveis relativos dos genes expressos.

Faz-se de extrema necessidade o estudo das condi¢Ges nas quais as adesinas e
proteases sdo estimuladas ou inibidas in vivo e seus possiveis mecanismos de atuacdo e
inibicdo nessas condicdes para que, finalmente, possa ser fornecido auxilio favoravel a
pesquisa e desenvolvimento de agentes antifungicos que interfiram nesse potencial de
viruléncia, contribuindo assim para a reducdo da incidéncia de morbidade e mortalidade
associada as infeccbes (JAIN et al., 2007; MODRZEWSKA; KURNATOWSKI, 2015;
RORIG; COLACITE; ABEGG, 2009).

Interacdo com tecido epitelial e penetracdo sdo condi¢bes importantes para entender
os efeitos patogénicos de agentes infecciosos como Candida spp. Entretanto, os protocolos
de ensaio tradicionais tém envolvido animais ou culturas de células animais como um
modelo de infecgdo in vivo. A relevancia destas abordagens é muitas vezes limitada em
relacdo ao ser humano e pontos finais relacionados com processos patol6gicos humanos sao
comumente negligenciados. Linhagens de células humanas que se assemelhem muito as
situacBes in vivo e permitam estudos de funcdes fisioldgicas relevantes e respostas
microbianas sdo, portanto, altamente desejaveis (SCHALLER et al., 2006).

Ainda hoje existem poucos estudos sobre o potencial de viruléncia de Candida spp.
que junto aos indices crescentes de infeccOes fungicas e quadros de resisténcia aos
antifngicos disponiveis, tornam-se problema de satde pablica mundial (CORNISTEIN et
al., 2013; MORGAN et al., 2005; SARDI et al., 2013; WILSON et al., 2002). Desde a
descoberta dos antifungicos nistatina e anfotericina B na década de 1950, poucos

antifangicos sistémicos foram descobertos e liberados para uso, possivelmente pelo fato de
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C. albicans ser eucaridética como as células do hospedeiro humano, o que pode gerar
toxicidade e é um fator limitante no desenvolvimento de novos farmacos (LEWIS, 2011;
OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2010).

As adesinas Hwplp e Als3p, bem como as proteases Sap9p e SaplOp, estdo
similarmente ligadas ao glicosilfosfatidilinositol (GPI) na membrana ou parede celular de C.
albicans e podem ser possiveis alvos para o desenvolvimento de novos antifingicos,
contribuindo assim para a reducdo da incidéncia de morbidade e mortalidade associadas as
infecgbes fingicas (RORIG et al., 2009).

2.5 O USO DAS TECNOLOGIAS “OMICAS” NO ESTUDO DE VIRULENCIA E
INTERACAO Candida-HOSPEDEIRO.

As tecnologias “Omicas” fornecem dados de transcriptomas, proteomas e
metabolomas que podem ser utilizados em conjunto para auxiliar na pesquisa de viruléncia
e patogenicidade de microrganismos, além de perfis de resisténcia antifungica (CHIN et al.,
2016; ZAMITH-MIRANDA et al., 2019). Em uma abordagem “multi-6mica” usando dois
isolados clinicos de C. auris € uma linhagem padrdo de C. albicans que apresentaram
diferentes niveis de resisténcia antiflngica, foi possivel observar semelhancas e diferencas
metabolicas, lipiddmicas e protedmicas entre os isolados de C. auris, bem como em
comparacdo com C. albicans. Esses achados fornecem informac6es interessantes sobre
caracteristicas metabdlicas, algumas relacionadas a resisténcia antiflngica, que sugere um
mecanismo multifatorial de resisténcia a farmacos, incluindo grandes diferencas na
utilizacdo de carbono, esfingolipideos, glicerolipideos, esterois, parede celular e bombas de
efluxo (ZAMITH-MIRANDA et al., 2019).

Martinez-Solano et al. (2006) observaram a producdo diferencial de proteinas de
macréfagos apds interacdo com C. albicans, utilizando analise protebmica por
espectrometria de massa por ionizagao e dessorcdo a laser assistida por matriz acoplada a
um analisador de massas por tempo de voo (MALDI-TOF MS). Nesse equipamento, cada
microrganismo produz um espectro de massas distinto dos demais, como se cada espécie
tivesse uma “impressao digital” que a difere (MARKLEIN et al., 2009). A Figura 1 ilustra

as diferencas no espectro de massas das proteinas entre diferentes espécies.
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Figura 1 — Espectro de massa por MALDI-TOF (m/z 3.000 a 10.000) revelando diferencgas entre
espécies diferentes de leveduras.

100 6984
6202
3491 6061 J 6469 ~ a
i | A IIF.l BTEE
0 LLJ|_ ..-IL.. 5 i PR i L . e Al -~
100 3338 6&19
EQE7
B221 b
5548 592‘51 8869
4433 I] I
— 0Lk !q_lﬂ_,- Y ._,uk e '-‘./"\..._r-"l-uh..’ by = Pn o | )
= -
Sx 100 6158 6994
e
o 378 BOBE | 8485 l C
- 5488 | 2804
S A
- o T e _._a-...--.p___.J W e Nl "y JJI a——
é 100 6167  B783
L 6909 d
= 233 5145 8028 | gazg 7087
= J
o _Ll.-.y.!.u il T - ] i e v LY. -i‘. 1 " A
100 BEE2
4090 6109 e
3330 TDEB
o doe oA e e i -J-I._FL L J—“\.-—L _.r""'r‘}l\uu-L = A - " .
100 EBET
f
‘ 4487 48189 g231 7280
o MAMHAAMM&*_——_#_
3000 4000 H000 BOOD 7000 000 G000 10000
massa (m/z)

Legenda: Candida albicans (a), Candida glabrata (b), Candida tropicalis (c), Candida krusei (d), Candida
parapsilosis (e) e Cryptococcus neoformans (f).
Fonte: Adaptado de Marklein et al., (2009).

Um estudo de protebmica, utilizando nanocromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (NanoLC-MS/MS), analisou 0 comportamento de escape de C.
albicans de macrofagos usando analise de proteoma mista e quantitativa em isolamento
(KITAHARA et al., 2015). Os autores identificaram cinco proteinas de macréfagos e 237
proteinas de C. albicans como moléculas candidatas a interacdo especifica. Os autores
relataram que as proteinas de C. albicans induzidas por macrofagos estavam ligadas a
resposta ao estresse, sintese de membrana, geracao de glicose, degradacdo de aminoéacidos e
outras funcBes desconhecidas. Enquanto, as proteinas de macréfagos induzidas por
C. albicans foram ligadas a uma chaperona e a apoptose. Os autores postularam que
C. albicans pode suportar 0 ambiente hostil dentro de macrofagos atraves da regulacdo
positiva de proteinas relacionadas ao estresse, tais como Catlp (resposta ao estresse
oxidativo), Als3p (adesdo), Ecelp (desenvolvimento de hifas) e Ape2p (protease); enquanto
a fuga de C. albicans dos macrdfagos poderia estar associada a producéo de glicose por uma

via de B-oxidacdo de acidos graxos e regulacdo negativa de chaperona e da proteina Noalp
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associada a apoptose, em macrofagos (KITAHARA et al., 2015). Em resumo, a pesquisa
protebmica na interacdo Candida-hospedeiro € um campo emergente. Pesquisas mais
abrangentes e que se complementem sdo necessarias para desvendar 0os mecanismos de
patogenicidade e viruléncia de Candida spp. (CHIN et al., 2016).

Outra importante ferramenta no estudo de viruléncia é a metabolémica. Os
metabolitos sdo considerados moléculas efetoras finais do transcriptoma e proteoma.
Portanto, a analise do metaboloma é valiosa para o estudo de como os fungos interagem com
0 hospedeiro e vice-versa. Muito parecido com 0 genoma, 0 conhecimento do metaboloma
de um organismo fornece uma vantagem notavel para a pesquisa metabolica (CULIBRK;
CROFT; TEBBUTT, 2016). Existem técnicas de alto rendimento capazes de analisar 0s
metabolitos, tais como a espectrometria de massa e ressonancia magnética nuclear (RMN),
e, ambas foram aplicadas a metabolémica fungica (AZERANG et al., 2019; LI et al., 2018).
Como pode fornecer informacgdes importantes sobre a resposta de um organismo, a
integracdo da metabolémica em um estudo de interacdo fungo-hospedeiro seria uma adi¢ao
altamente valiosa junto a outros estudos “6micos” (CULIBRK; CROFT; TEBBUTT, 2016).

As analises metabolémicas fornecem dados principalmente de metabolitos
envolvidos no metabolismo de aminoacidos e de glicose, como no ciclo do &cido
tricarboxilico (LI et al., 2018). O sucesso de C. albicans como patégeno depende da rapida
adaptacdo aos microambientes do hospedeiro, através do remodelamento metabolico,
resisténcia ao estresse e expressdo de determinantes de viruléncia. Além de apoiar as funcbes
celulares basicas, a utilizacdo de muitos aminoacidos tem um efeito direto sobre a
patogenicidade dos fungos, desencadeando as principais caracteristicas de viruléncia,
incluindo a morfogénese das hifas e o crescimento do biofilme em C. albicans (GARBE;
VYLKOVA, 2019). Um exemplo de aminoéacido envolvido na viruléncia de C. albicans € a
metionina, tanto o transporte quanto o metabolismo da metionina sdo importantes para a
viruléncia, incluindo filamentacdo, formagdo de biofilme, sobrevivéncia dentro de
macrdfagos e viruléncia durante uma infecgdo sistémica (SCHREVENS et al., 2018).

Enquanto dentro macréfagos, C. albicans deve confiar em recursos enddgenos para
a sobrevivéncia porque os macréfagos sdo frequentemente descritos como deficiente em
glicose. A resposta transcricional inicial ao meio interno do macrofago é uma mudanga da
glicolise para a gliconeogénese (LORENZ; BENDER; FINK, 2004). A capacidade de
utilizar fontes de carbono que néo a glicose poderia ajudar na sobrevivéncia de C. albicans

fagocitadas. Na auséncia de glicose, fontes alternativas de carbono, tais como etanol e
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acetato, sdo convertidas no metabolito central acetil-CoA para alimentar o ciclo de glioxilato
e a gliconeogénese para producdo de glicose e energia (CHEW; CHEE; THAN, 2019;
MOTA et al., 2015). Além disso, alguns estudos sugerem a importancia de genes envolvidos
no ciclo do glioxilato na viruléncia fangica, como por exemplo, 0 aumento nos niveis de
expressdo dos genes acetato permease ADY2, isocitrato liase ICL1 e malato sintase MLS1
em espécies de Candida apés fagocitose por macrofagos (KAUR; MA; CORMACK, 2007;
LORENZ; FINK, 2001). Além disso, o gene ICL1 é necessario para a completa viruléncia
deste patogeno fungico. C. albicans mutante sem o gene ICL1 mostrou-se avirulenta em um
modelo in vivo de camundongo com candidiase invasiva, enquanto a reintroducdo de 1CL1
restaurou a viruléncia deste patégeno (LORENZ; FINK, 2001).

Analises de metaboloma também podem ser exploradas a partir de materiais
bioldgicos de pacientes, e, estudos em individuos com infec¢bes por Candida spp. sdo muito
escassos. Um estudo do perfil metabdlico da urina de um recém-nascido com infeccéo por
C. parapsilosis comparado a recém-nascidos sem infeccdo mostrou maiores indices de
glicina, serina, treonina, glicose e maltose na urina durante a infec¢do por C. parapsilosis,
enguanto o acido citrico, o acido hexadecandico e o acido octadecandico estavam diminuidos
(DESSI et al., 2014). Pesquisar os diferentes padrdes de metabolitos envolvidos na
patogenicidade fungica pode auxiliar nos estudos de viruléncia, interacdo patdgeno-
hospedeiro e em possibilidades de intervengdes terapéuticas.
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3 OBJETIVOS

Diante das exposicOes apresentadas na revisao de literatura, este trabalho teve os

seguintes objetivos.

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar perfis metabolémicos, sensibilidade antifingica e expressdo génica de

isolados de C. albicans.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Confirmar a identificacdo bioquimica de isolados de C. albicans por anélise
protedmica.

Avaliar a sensibilidade de linhagens de C. albicans frente aos antifngicos
anfotericina B, caspofungina e fluconazol.

Analisar perfis metabolémicos das linhagens de C. albicans, e selecionar linhagens
para os testes de interacdo patdgeno-hospedeiro e expressdo génica.

Avaliar a interacdo de C. albicans mantidas na presenca diferentes concentracdes de
antifangicos e macrofagos.

Comparar a expressdo dos genes HWP1, ALS3, SAP2, SAP4, SAP9 e SAP10 entre
isolados de C. albicans mantidos na presenca de concentra¢@es subinibitdrias e inibitdrias
de antifingicos.

Avaliar a expressao génica diferencial de HWP1, ALS3, SAP2, SAP4, SAP9 e SAP10
de C. albicans em interacdo com macrdéfagos e antifingicos,

Comparar as respostas obtidas para C. albicans tratadas com concentracGes
subinibitorias e inibitorias de antifingicos com as respostas obtidas em auséncia de

tratamento.
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A Figura 2 mostra um fluxograma simplificado da metodologia usada neste trabalho.

Figura 2 - Fluxograma simplificado da metodologia utilizada nesse estudo.
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4.1 AMOSTRAS E LOCAL DE DESENVOLVIMENTO DOS EXPERIMENTOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Microbiologia e Imunologia da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). Ao todo, foram pré-selecionadas 8
amostras de C. albicans provenientes do repositério de microrganismos do Departamento de
Microbiologia e Imunologia, as quais tém sido mantidas a -80°C e foram avaliadas quanto a
seus perfis de sensibilidade antifingica e metabolémica (QUADRO 1). Para os ensaios de
interacdo patdgeno-hospedeiro foi utilizada a linhagem de células monociticas humanas de
origem leucémica THP-1 (ATCC® TIB-202™™),

Quadro 1 — Isolados hospitalares de Candida albicans provenientes do repositorio de
microrganismos do Departamento de Microbiologia e Imunologia.

Isolados Origem
SC5314 Sangue
ATCC 10231 Escarro
31 Ponta de cateter
120 Hemocultura
121 Ponta de cateter
221-V Ponta de cateter
257 Ponta de cateter
289 Ponta de cateter

Fonte: Ferreira (2011).

4.2 DETERMINACAO DO PERFIL DE SENSIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS

A linhagem C. albicans SC5314 e outros 7 isolados clinicos de origem hospitalar
foram avaliados quanto ao seu perfil de sensibilidade frente aos antifngicos anfotericina B,
caspofungina e fluconazol, determinados através do método de microdiluicdo em caldo para
determinacéo das concentrac@es inibitdrias minimas de agentes antifingicos para leveduras,
de acordo com as diretrizes do AFST - European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST et al., 2017). As solugdes-estoque dos antifingicos foram preparadas nas
concentragdes de 5120 pg/mL para fluconazol e 1600 pg/mL para anfotericina B e
caspofungina em dimetilsulfoxido (DMSO). A diluigdo seriada dos antifingicos bem como
0 proprio teste foi feito em meio RPMI-1640 (com L-glutamina e vermelho de fenol, mas
sem bicarbonato) suplementado com 2% de glicose e tamponado com &cido 3-(N-morfolino)

propanossulfonico (MOPS) a uma concentragao final de 0,165 mol/L, pH 7,0. O teste foi
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realizado em microplacas estéreis de 96 pocos e fundo chato. As concentragbes foram
analisadas em dez diferentes concentragdes de 0,063 a 64 pug/mL para fluconazol, e de 0,008
a 4 ug/mL para anfotericina B e caspofungina, com razéo 2 entre cada diluicéo. A leitura foi
realizada por espectrofotometria a 530 nm.

Os perfis de sensibilidade ou resisténcia aos antifingicos foram interpretados
conforme proposto no documento Antifungal Agents Breakpoint tables for interpretation of
MICs Version 8.1 (EUCAST, 2018), o Quadro 2 exemplifica os pontos de corte para a
interpretacdo dos resultados de sensibilidade dos isolados de C. albicans, os quais foram

classificadas como sensivel (S) ou resistente (R).

Quadro 2 - Concentragdes inibitorias minimas (MIC) estabelecidas para interpretacdo do perfil de
sensibilidade de C. albicans frente aos antifungicos segundo AFST- EUCAST.

e MIC (ug/mL
Antifungicos <3 (hg ) RS
Anfotericina B 1 1
Fluconazol 2 4
Caspofungina Nota? Nota?
Anidulafungina 0,032 0,032
Micafungina 0,016 0,016

Legenda: S: sensivel; R: resistente; Nota': de acordo com EUCAST (2018), os isolados sensiveis a
anidulafungina e a micafungina devem ser considerados sensiveis a caspofungina, até que os pontos
de corte da caspofungina tenham sido estabelecidos. Da mesma forma, isolados com perfil
intermediario para anidulafungina e micafungina podem ser considerados intermediarios para
caspofungina, pois os pontos de corte do EUCAST ainda ndo foram estabelecidos para
caspofungina.

Fonte: EUCAST (2018).

As atividades descritas nos itens 4.3 e 4.4 “Analises protedmica e metabolémica”
foram realizadas durante um estagio de intercambio, sob a supervisdo da professora Dra.

Beatrice Vitali no Departamento de Farmacia da Universita di Bologna, Itélia.

4.3 ANALISE PROTEOMICA POR MALDI-TOF MS

Todas as oito linhagens de Candida spp. foram analisadas quanto ao seus perfis
protedmicos por espectrometria de massa por ionizacgao e dessor¢do a “laser” assistida por
matriz acoplada a um analisador de massas por tempo de voo (MALDI-TOF MS), como
descrito anteriormente (FOSCHI et al., 2017). Aproximadamente, 102 células de Candida

spp. foram lavadas com 300 pL de agua estéril e 900 pL de etanol absoluto, posteriormente
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foram suspensas em 25 pL de acido formico a 70% e 25 pL de acetonitrila. As solugdes
foram cuidadosamente submetidas a vortex e centrifugadas a 18000xg durante 10 minutos.
Posteriormente, 1 pL dos sobrenadantes foram transferidos para uma placa de MALDI
(Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) em dez repeticdes, ap0s secagem a temperatura
ambiente e adi¢do de 1 pL de solugdo de matriz de MALDI HCCA (10 mg/mL de a-ciano-
4-hidroxicindmico em 50% de acetonitrila e 2,5% de &cido trifluoroacético; Bruker
Daltonics). A medicdo de MALDI-TOF MS foi realizada no instrumento Bruker Microflex
MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics) operando em modo idnico linear e positivo e usando
o0 software Flex Control 3.3 com o0s seguintes parametros: frequéncia laser, 20%; tempo de
atraso da extracdo de ions, 30 ns; tensdo da primeira fonte de ions, 19 kV; tensdo da segunda
fonte de ions, 15,8 kV; e tensdo da lente fonte de ions, 7,75 kV. Um total de 240 disparos a
laser foi realizado automaticamente para cada amostra. Para a identificacdo de espécies, 0s
espectros coletados foram analisados com o software Bruker Biotyper 3.1 e comparados com
0s da base de dados de referéncia.

4.4 ANALISE METABOLOMICA POR RMN-'H

As oito linhagens de C. albicans foram cultivadas em agar Sabouraud Dextrose a
37°C por 24 h, e posteriormente, foram preparadas suspensdes de C. albicans em &gua
destilada estéril com densidade Optica (OD) a 600 nm igual a 0,1, aproximadamente 10°
unidades formadoras de colénia (UFC)/mL. 500 pL de suspensdo de C. albicans foram
adicionadas sobre 5 mL de caldo Sabouraud Dextrose e os tubos foram incubados a 37°C e
180 rpm por 24 horas. A turbidez das culturas de C. albicans foram padronizadas a OD 600
nm igual a 0,8, aproximadamente 108 UFC/mL. As suspensdes celulares foram centrifugadas
a 5000 x g por 5 minutos a 4°C, os sobrenadantes foram filtrados em membrana de 0,22 pm
para obtencdo de sobrenadante livre de células (SLC) e analisados por RMN-!H para avaliar
0 metaboloma extracelular. O meio de cultura foi utilizado como controle para 0 metaboloma
extracelular. O precipitado celular foi lavado com agua destilada estéril, foram adicionados
500 pL de tamp&o (20 mM Tris HCI pH 8, 2mM sddio EDTA, 1.2% Triton X-100) e 0,2 ¢
de pérolas de vidro, e entdo, vortexado por 20 minutos para lise celular. As pérolas de vidros
foram precipitadas por centrifugacao (4700 x g por 5 minutos) e os sobrenadantes, contendo
os metabolitos, foram coletados e analisados por RMN-'H para analise do metaboloma

intracelular. Para cada SLC (700 pL) e lisado de células (500 pL) obtidos a partir das culturas
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de Candida foi adicionado 100 uL de uma solugdo de D20 de &cido sal sodio 3-trimetilsilil-
propionico-2,2,3,3-d4 a 6,25 mM e pH 7,0 em meio de um tampé&o 100 mM de fosfato. Os
espectros de RMN-'H foram registrados a 298 K com um espectrometro AVANCE |1l
(Bruker, Milao, Italia) com uma frequéncia de 600,13 MHz. Sinais amplos de moléculas de
rotacdo lenta foram reduzidos com um filtro T> de 400 ecos, separados por um tempo de eco
de 400 ps. A atribuicdo de sinais foi realizada por Chenomx (Chenomx Inc., Canada, ver
8.02). O processamento de espectros e quantificacdo de moléculas foi realizado de acordo

com o proposto por Foschi et al. (2018).

45 SELECAO DE TRES LINHAGENS DE C. albicans PARA ENSAIOS DE
INTERACAO PATOGENO-HOSPEDEIRO E GENOMICA.

Analisando os resultados de sensibilidade antifungica e metabolémica foram
selecionadas as linhagens SC5314, 121 e 221-V para 0s ensaios de interagdo patgeno-
hospedeiro. A linhagem C. albicans SC5314, também conhecida como ATCC MYA-2876,
foi selecionada pois € uma das linhagens de C. albicans mais estudadas, com genoma
descrito e que possui aproximadamente 30% de seus genes caracterizados, segundo 0
Candida  Genome Database  (http://www.candidagenome.org/cache/C_albicans_
SC5314 genomeSnapshot.html). As linhagens 121 e 221-V foram escolhidas por seus
resultados de sensibilidade e metabolémica, considerados intermediarios ou altos, os quais

serdo detalhados nos resultados (item 5.3).

4.6 EXPOSICAO DOS ISOLADOS DE C. albicans AOS ANTIFUNGICOS

As trés linhagens de C. albicans selecionadas para os testes de interacdo patdgeno-
hospedeiro e expressdo génica foram cultivadas em &gar Sabouraud Dextrose por 24 horas a
37°C, e posteriormente, foram preparadas suspensdes com 10° células/mL em 20,0 mL de
caldo Yeast extract — Peptone — Dextrose (YPD). O YPD ¢ utilizado para crescimento de
Candida spp. e analises de expressdo génica (GREEN et al., 2005; KRANEVELD et al.,
2011; SAMARANAYAKE et al., 2006). Adicionalmente, os isolados foram cultivados em
YPD na presenga da MIC e ¥ da MIC de anfotericina B, MIC e ¥ da MIC de fluconazol e
1/8 da MIC de caspofungina. As culturas foram incubadas por 24 horas a 37°C e 180 rpm.

Apbs o cultivo, as culturas foram transferidas para tubos de centrifuga estéreis, centrifugadas
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a 1500 x g e por 4 minutos e o sobrenadante descartado. As células foram lavadas com &gua
estéril, e utilizadas no ensaio de interagdo patdgeno-hospedeiro (subtitulo 4.9).
4.7 CULTIVO DE CELULAS THP-1

A linhagem de células monociticas humanas de origem leucémica THP-1 (ATCC®
TIB-202™) foram cultivadas em garrafas de cultivo celular com meio RPMI 1640
suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB), estreptomicina (100mg/mL) e
penicilina (100U/mL) sob atmosfera de 5% de CO2 a 37°C (COLLETTE; ZHOU; LORENZ,
2014; PEREIRA, 2010). A cada 48 horas o meio de cultivo foi renovado por centrifugacao
da suspensao celular a 400 x g por 5 minutos, descarte de sobrenadante, e adi¢cdo do meio de
cultura RPMI 1640 suplementado com 10 % SFB, estreptomicina (100mg/mL) e penicilina
(100U/mL) (PEREIRA, 2010) para uma concentragdo final de 4 x 10° células/mL. O cultivo
das células foi realizado durante 10 dias, ou até que as células se multiplicassem em
quantidade suficiente para os testes de interagcdo/fagocitose. O acompanhamento a cada dois
dias do cultivo foi realizado atraves de observacdo em microscopio optico invertido para
visualizar a morfologia e crescimento celular e por contagem das células viaveis. A
viabilidade celular foi avaliada em hemocitometro por adi¢do de azul de tripan 0,2%, em
que as células mortas se coram de azul (FIGURA 3).

Figura 3 - Fotografia de microscopia Optica (40x) para contagem de células
fagociticas com azul de tripan. Os mondcitos viaveis ndo se coram,
enquanto as células mortas, coradas em azuis, sdo excluidas da contagem.

Fonte: Da autora.
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4.8 DIFERENCIACAO DE CELULAS THP-1

Apos as células THP-1 serem cultivados por cerca de 10 dias, multiplicarem-se e
apresentarem quantidade suficiente para os testes, as células suspensas em RPMI 1640
suplementado com 10% de SFB e antibiGticos contidas na garrafa de cultivo foram
transferidas para um tubo de centrifuga. O cultivo foi centrifugado a 400 x g por 5 minutos
e 0 sobrenadante descartado. Sobre as células foi adicionado meio RPMI 1640 com
antibioticos e sem SFB, a privacéo de SFB diminui a velocidade de proliferacdo celular. 10°
células/mL foram transferidas para uma garrafa de cultivo celular e incubadas a 37°C, sob
atmosfera de 5% de CO> por 24 horas (PEREIRA, 2010). Posteriormente, as células THP-1
foram transferidas para um tubo de centrifuga, o tubo foi centrifugado a 400 x g por 5
minutos e o sobrenadante descartado. Sobre as células foi adicionado meio RPMI 1640
suplementado com 10% de SFB, estreptomicina (100mg/mL) e penicilina (100U/mL), e foi
retirada uma aliquota de 100 pL para contagem das células em hemocitdmetro excluindo as
células mortas pela inclusdo do corante azul de tripan (PEREIRA, 2010). Apds contagem
das células, foi preparada uma suspensdo contendo 5x10° células/mL em RPMI
suplementado com 10% de SFB, estreptomicina (100mg/mL) e penicilina (100U/mL). Sobre
essa suspensdo celular foi adicionado um solugdo de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA)
para concentragdo final de 100 nM, semelhante a Tavanti et al. (2006) com modificagdes.
As garrafas de cultivo foram incubadas a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO2 por 48 horas.
De acordo com Daigneault et al. (2010) as células THP-1 ao serem estimuladas pelo PMA

diferenciam-se de mondcitos para macréfagos.

4.9 INTERACAO PATOGENO-HOSPEDEIRO

Os ensaios de interacdo Candida-macrofagos foram realizados utilizando a
multiplicidade de infecgdo (MOI) 10. Foram cultivadas 10° células/mL e 107 leveduras/mL
em RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB e antibacterianos (FROHNER et al., 2009;
ZHAO et al., 2017). O ensaio foi realizado a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO> por 1 hora.
Uma vez que é de interesse avaliar a expressdo diferencial génica de adesinas e proteases
ndo apenas nas condigdes ideais de interacdo/infeccdo, foi feita também a avaliacdo da
mesma apds exposicao da levedura as concentragdes inibitorias e subinibitorias (Y2 e 1/8 da

MIC) dos antifungicos. A adicdo dos ativos € proposta para avaliar sua influéncia sobre a
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expressao génica de adesinas e proteases durante interagdo/infeccdo uma vez que estes séo
muito utilizados em ambiente hospitalar como profilaxia (PFALLER, 2012). Testes controle
foram conduzidos em todos os niveis para possibilitar a avaliacdo comparativa da expressao
de génica nas condicGes de interacdo propostas, ou seja, controles das culturas celulares e
dos isolados de C. albicans estudados na interagdo/infecgdo foram apresentados com e sem
interacg&o.

4.9.1 Avaliacdo da interacao patogeno-hospedeiro por microscopia de forca atbmica
(AFM)

Para visualizar a interacdo patdégeno-hospedeiro e avaliar a topografia celular, foi
utilizado o microscopio de forca atdbmica (NX10 — Park; Software SmartScan™) do
LabAFM, que faz parte do Centro de Microscopia (CEMIC) da Universidade Federal de
Alfenas (UNIFAL-MG), com a colaboracdo do prof. Dr. Ihosvany Camps (FINEP: Proc.
0179/12). O ensaio de interacdo patdgeno-hospedeiro foi feito sobre laminulas de vidro de
13 mm em placa de 24 pocos. Apos 1 hora de incubacdo a 37°C, sob atmosfera de 5% de
COo, as laminulas foram lavadas com PBS gelado e secaram a temperatura ambiente. As
imagens possuem 50um x 50um e foram lidas por AFM em modo Nao-Contato, com
Cantilever NSC15 (uMasch; 125pum, 40N/m, 125khz). As imagens foram analisadas pelo

programa XEI™ para a obtengdo destas em terceira dimens&o (3D).

4.9.2 Avaliacdo da interagdo patégeno-hospedeiro por microscopia de fluorescéncia e
confocal.

O ensaio de interacdo patdgeno-hospedeiro MOI 10 foi realizado sobre laminulas de
vidro de 13 mm em placa de 24 poc¢os. Ap6s 1 hora de incubacgdo a 37°C, sob atmosfera de
5% de CO2, as laminulas foram lavadas com PBS. As células foram fixadas em
paraformaldeido a 2% por 10 min, permeabilizadas em Triton X-100 a 0,2% em PBS por 5
min e depois lavadas com PBS. A colora¢do da quitina da parede celular dos fungos foi
realizada com 10pL de branco de calcofluor (CFW) 50 pg/mL por 10 min e lavagem com
PBS. A actina das células foi corada com rodamina-faloidina (Invitrogen) a 5 pg/mL por 20
minutos e lavagem com PBS. As laminulas foram fixadas em uma lamina de vidro com

glicerol 70%. Para visualizar a interacdo patogeno-hospedeiro, foram utilizados os
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microscopios de fluorescéncia (Microscopio de Fluorescéncia Zeiss Axio Scope Al, NY,
USA) e confocal (Microscopio Confocal Nikon Eclipse Ti, USA) da Universidade Federal
de Alfenas (UNIFAL-MG) (BAIN et al., 2014).

410 LISE DE MACROFAGOS APOS ENSAIO DE INTERACAO PATOGENO-
HOSPEDEIRO.

Ap0s o término do ensaio de interacdo patdgeno-hospedeiro, as garrafas de cultivo
foram colocadas sobre banho de gelo por 1 minuto para facilitar o desprendimento das
células, cada uma foi raspada com o auxilio de raspadores de céelulas estéreis e descartaveis,
as células de leveduras e macréfagos foram transferidas para tubos de centrifuga e
centrifugadas a 1500 x g e 4 minutos, condicdo na qual as células precipitaram e o
sobrenadante foi descartado. Sobre o precipitado foram adicionados 2 mL de solu¢gdo NaOH
em agua deionizada pH 11, os tubos foram homogeneizados e incubados por 8 minutos em
temperatura ambiente para lizar as células fagociticas e liberar as células de C. albicans que
foram internalizadas. As amostras contidas em cada tubo foram lavadas 2x com &gua
destilada estéril e a partir destas foram feitas a atividade fungicida (item 4.10) e a extracéo
de &cido ribonucleico (RNA) (item 4.12.1).

4.11 ATIVIDADE FUNGICIDA DOS MACROFAGOS

A atividade fungicida dos macréfagos foi avaliada por plagueamento de diluicBes
seriadas das suspensdes celulares ao final do ensaio de interacdo patégeno-hospedeiro em
agar Sabouraud, semelhante a Tavanti et al. (2006) com adaptacfes. Apos o término do
ensaio de interacdo patdgeno-hospedeiro, as células foram raspadas com auxilio de
raspadores celulares e transferidas para tubos de centrifuga. Aliquotas de cada condicao
foram coletadas e diluicdes seriadas (1:10) foram preparadas e plaqueadas em meio agar
Sabouraud Dextrose. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. A porcentagem de
reducdo de unidades formadoras de colonia (UFC) com media e desvio padrdo foi
determinada como se segue: porcentagem de reducdo = 100 - (UFC do grupo experimental
/ UFC grupo controle) x 100. As culturas do grupo controle consistiam em células de C.

albicans incubadas na auséncia de macrofagos.
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4.12 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA EM C. albicans

A expressdo génica de C. albicans foi avaliada por meio da extracdo de RNA,

conversdo em cDNA e quantificacdo por reacdo em cadeia de polimerase (qQPCR).

4.12.1 Extracdo de RNA

A extracdo de RNA foi feita a partir do precipitado de células obtido por coleta apds
a realizacdo de ensaios de interacdo patégeno-hospedeiro e lise dos fagdcitos. Inicialmente,
sobre o precipitado de células foi adicionado 1 mL de tampdo de lise (Tris HCL 200mM e
pH 8,0; NaCl 250 mM; EDTA 25mM; SDS 0,5%) e 100 pL de pérolas de vidro (450-600
um, Sigma) e as amostras foram agitadas por 12 minutos em vortex, alternando-se 30
segundos de agitagdo e 30 segundos em gelo. Esse tampao de lise € utilizado ha décadas para
romper as barreiras celulares de fungos e expor o material genético (RAEDER; BRODA,
1985). Posteriormente, o lisado foi transferido, sem as pérolas, para outro tubo contendo 1
mL de Trizol® Reagente (Ambion™). Apds agitacio em vortex por 10 minutos, alternando-
se 30 segundos de agitacdo e 30 segundos em gelo, adicionaram-se 400 pL de cloroférmio
e os tubos foram novamente agitados em vortex por 3 minutos, com repouso de 3 minutos
em gelo seguidos por centrifugagdo a 20000 x g e 4°C por 15 minutos. A fase aquosa foi
recolhida e a esse contetdo foi adicionado igual volume de isopropanol. Apds 1 hora de
incubacdo a -20°C, as amostras foram centrifugadas a 20000 x g e 4°C por 30 minutos. O
RNA foi lavado duas vezes por adi¢do de 1 mL de etanol 75%, centrifugacéo por 10 minutos
e remocdo do alcool. Posteriormente, adicionou-se 30 pL de agua DEPC (0,1% de
dietilpirocarbonato) a cada amostra de RNA e estas foram quantificadas e qualificadas
através da relacdo entre as densidades Opticas a 230, 260 e 280 nm no espectrofotdmetro

Genova Nano (Jenway). E posteriormente, as amostras foram armazenadas a -80°C.

4.12.2 Purificacdo de RNA

As amostras de RNA foram purificadas utilizando DNase | (Desoxirribonuclease 1,
Promega), conforme realizado em outros estudos similares (DUNKEL et al., 2014; FREIRE
et al., 2015; NAGLIK et al., 2008). Em tubos para PCR contendo 1 uL. de DNAse I (1
unidade/mL em 50% de glicerol, Tris-HCI 10 mM, pH 7.5, CaCl2 10 mM, MgCI2 10 mM),
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1 uL de tampao 10X (Tris-HCI 200 mM, pH 8.4, MgCl2 20 mM, KCI 500 mM) e 4 mg de
cada amostra de RNA diluidas em 8 uL de agua DEPC. A reacdo de degradacdo de DNA
contaminante foi feita a 25°C por 15 minutos. Para prevenir a catalise do RNA por ions
metalicos (Mg/Ca) durante o aquecimento, foi adicionado 1 pL de solugdo de parada (50
mM EDTA) e os tubos de reacdo foram mantidos por 10 minutos a 70°C para desnaturar a
DNAse I. Ao final do processo, obteve-se 11 uL. de RNA purificado por amostra.

4.12.3 Transcriptase Reversa (Sintese de cDNA)

O RNA purificado foi reversamente transcrito para cONA em um termociclador
Gene Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystem). Sobre 1000 ng de RNA purificado
suspensos em 11 plL de agua DEPC foram adicionados 1pL de Oligo(dT)18 Primer na
concentracdo de 0.5 pg/pL (Integraded DNA Tecnologies — IDT) e 1 uL. de uma mistura
contendo os quatro desoxirribonucleotideos fosfatados “dNTP’s” (AATP - desoxiAdenosina
Trifosfatada, dCTP -desoxiCitidina Trifosfatada, dGTP - desoxiGuanosina Trifosfatada,
dTTP - desoxiTimidina Trifosfatada) na concentracdo de 10 mM (Invitrogen). As amostras
foram levadas ao termociclador por 4 minutos e 30 segundos a 65°C para promover a
dissociacdo das estruturas secundarias, posteriormente os tubos contendo a mistura de reagdo
foram colocados no banho de gelo por 20 segundos para evitar anelamentos inadequados.
Em seguida, 2 pLL de DTT (Invitrogen) e 4 uLL de tampdo (Tris-HCI 250 mM, pH 8,3; KCI
375 mM; MgCI2 15 mM) (Invitrogen) foram adicionados aos demais componentes como
cofatores da reacdo e os tubos colocados novamente no termociclador. Apés 20 segundos a
37°C, temperatura necessaria para promover o anelamento dos primers, foi adicionado 1 uL
da enzima Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT)
(Invitrogen), que é a responsavel pela transcricdo reversa e consequente sintese do cDNA, a
partir do RNA inicial. Apds 50 minutos a 37°C, um ciclo de 95°C por 5 minutos promoveu
a inativacao da enzima e a remocao dos primers. Ao final da reagéo, os tubos contendo as
amostras foram retirados do termociclador e armazenados a -20°C para posterior utilizacédo

na Reacdo em Cadeia de Polimerase quantitativa em tempo real (qPCR).
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4.12.4 Confecgéo dos primers

Os primers para os genes SAP2, SAP4, SAP9, SAP10, ALS3, e HWP1 foram
desenhados utilizando o genoma de C. albicans disponivel na plataforma Gene do National
Center for Biotechnology Information — NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e a
ferramenta IDT Primer Quest (https://www.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index). Os
primers foram desenhados para anelarem-se idealmente a temperatura de 63°C e
confeccionados pela Thermo Fisher Scientific®. O gene da actina (ACT1) foi utilizado como
normalizador nas analises de expressao e sua sequéncia foi a mesma utilizada no estudo de

Spiering et al., (2010). As sequéncias dos primers utilizados estdo descritas no Quadro 3.

Quadro 3 - Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores sintetizados e testados, tamanho do
fragmento amplificado em pares de bases (pb) e referéncias.

Tamanho do
A E
Gene Sequéncia fragmento (pb) onte
ACT1 F 5’ -AGCTCCAGAAGCTTTGTTCAGACC- 3’ 174 (SPIERING
R 5’ -TGCATACGTTCAGCAATACCTGGG- 3’ et al., 2010)

SAP? F 5’ -ATGAAGCCGGTGGTAGTTATG- 3° 106 Da autora
R 5’ -GTGGCAGCATCTGGAGAATTA-3’

SAP4 F 5 -CTGACTTGTGGGTTCCAGATT-3’ 107 Da autora
R 5’ -GCTAGAAGCAGCTGGAGAATAG- 3’

SAP9 F5 -CATCTTCATCTGGCACCTCTAC- 3’ 90 Da autora
R 5’ -GCGAAAGCAACAACCCATAC- 3

F 5" -CCCAACCCAGTTCAACCATTA- 3’
SAPI0  » & CACTCAATATGGCGATCCATGA- 3° 102 Daautora

ALS3 F 5’ -CCACCAGGTGAAACTGATACTG- 3’ 101 Da autora
R 5’ -ACGGTAGTAGCAGTGGTATAGG- 3’

F 5 -CCACAACAGCCACAAGAA- 3’
HWPL R 5 .CATCAGGTTGAGGTGGATTG- 3" 100 Da autora

Legenda: F = primer forward; R = primer reverse; pb: pares de bases.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index
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4.12.5 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR convencional foi realizada afim de determinar a qualidade e funcionalidade
dos primers e analise qualitativa do tamanho dos fragmentos amplificados. A PCR foi
realizada em Termociclador Amplitherm TX96, onde foram adicionados a tubos de PCR
12,5 uL do GoTaq Green Master Mix (Promega®), contendo Tag DNA polimerase, dNTPs,
MgClI; e tampé&o de reacdo na concentragdo 6tima para PCR, 2 pulL de c-DNA (40 ng/uL),
1uL primer forward (Thermo Fischer®) (10 pmol), 1uL primer reverse (Thermo Fischer®)
(10 pmol) e agua ultrapura para PCR, quantidade suficiente para 25 pL. As condi¢des da
PCR foram:

e 94°C por 4 minutos, para desnaturacéo inicial;

e 94°C por 1 minuto para desnaturacao;

e 63°C por 45 segundos para anelamento dos primers; 40 ciclos
e 72°C por 2 minutos, para extensao;

e 72°C por 10 minutos.

Com a finalidade de visualizar os produtos da amplificacdo da PCR, foi feito
eletroforese em gel de agarose (1%) com 3 pL de brometo de etideo (10 mg/mL). Foi
utilizado um marcador de peso molecular (Ludwig Biotec®) para 100 pb. A corrida foi
realizada aplicando-se tensédo de 80 Volts e corrente de 400 mA por 50 minutos para

realizacdo da eletroforese e as imagens capturadas a partir de transiluminador sob luz UV.

4.12.6 Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR)

Para analise da expressao relativa dos genes alvos, SAP2, SAP4, SAP9, SAP10, ALS3,
e HWP1, foram feitas gPCR com 0 iTag™ Universal SYBR® Green Supermix (BioRad) no
equipamento de PCR em tempo real ABI StepOne™ (Applied Biosystems). Para as reagoes
de amplificacdo, foram adicionados 5 uL. de Sybr Green PCR Master Mix®, 1 uL de cada
primer F e R a 10 pmol, 1 uL de cDNA com concentragao ajustada para 50 ng/uL ¢ 3 uL de
agua ultrapura para PCR. A reacdo foi conduzida nos seguintes ciclos: 1 ciclo a 95° C por
10 minutos, seguido por 40 ciclos a 95°C por 15 segundos mais 63° C por 1 minuto. Ao final
foram feitas curvas de Melting de 60°C a 95°C.
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4.12.7 Analise e interpretacéo dos resultados da qPCR

A gPCR fornece valores de Cycle Threshold (Cr), ciclo em que cada reacdo atinge o
limiar da fase exponencial de fluorescéncia, estes sdo registrados e analisados. A
determinacdo de valores de Ct para 0s genes pesquisados em até 40 ciclos, permite detectar
a presenca de genes nas amostras e validar a amplificacdo. Amostras com Ct indeterminado
para 0s genes pesquisados, e determinado para ACT1 foram consideradas validas e relatadas
como negativas para expressdo do gene na amostra. Quanto maior o valor do Ct, menor o
namero de cdpias do gene amplificado. Os resultados foram analisados pelo método do Cr
comparativo (224€T) utilizado para analisar as alteraces relativas na expressio do gene a
partir de experimento quantitativo de g°PCR (NAGLIK et al., 2008; STANISZEWSKA et
al., 2014). Os valores de Ct fornecidos pela gPCR foram analisados conforme o exemplo a
seguir: calcula-se a média dos Cr para SAP e para ACT1 entre as duplicatas de cada amostra
e esta média sera chamada de Ct médio; ACt = Ct médio da SAP - Ct médio da ACT1;
AACT = ACt amostra tratada - ACt amostra ndo tratada, e finalmente a quantidade relativa
pode ser expressa por 2"22¢T das amostras tratadas em relacéo a amostra ndo tratada, também
chamada de controle (que deve ser igual a 1), as amostras tratadas que exibem 22T menor
que 1 expressam, por exemplo, menos SAP que o controle e as amostras tratadas que exibem
224CT maior que 1 expressam, por exemplo, mais SAP que o controle. A analise da expressio
de HPW1e ALS1-4 foi realizada de forma semelhante a descrita anteriormente. Os dados que
apresentaram normalidade foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e teste de

multipla comparacédo de Tukey.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de sensibilidade, protedmica, metabolémica e expressdo génica obtidos

nesse estudo estdo descritos a seguir.

51 PERFIL DE SENSIBILIDADE DE LINHAGENS DE C. albicans AOS
ANTIFUNGICOS.

Inicialmente foi confirmado o perfil de resposta antifungica de oito isolados de C.
albicans, destes, dois eram padroes ATCC e seis provenientes de casos de infec¢des
hospitalares. Todos os isolados fazem parte da colecdo de culturas do Departamento de
Microbiologia e Imunologia e estavam mantidos a -80°C. O perfil de sensibilidade dos
isolados foi determinado como descrito anteriormente na metodologia, e os resultados

obtidos estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Concentragdo inibitéria minima (MIC) e classificagdo dos isolados de
C. albicans quanto a sensibilidade aos antifingicos, determinada por microdiluigdo
em caldo.

) AnfotericinaB  Caspofungina Fluconazol

Amostra Origem
MIC (ug/mL) C MIC(ug/mL) C MIC(ug/mL) C
SC5314 Sangue 0,125 S 0,063 S 0,125 S
ATCC 10231 Escarro 0,063 S 0,125 S 0,500 S
31 Ponta de cateter 0,031 S 0,063 S 0,125 S
120 Hemocultura 0,063 S 0,063 S 0,125 S
121 Ponta de cateter 0,031 S 0,125 S 0,125 S
221-V Ponta de cateter 0,125 S 1,000 R 0,500 S
257 Ponta de cateter 0,063 S 0,031 S 0,125 S
289 Ponta de cateter 0,063 S 0,031 S 0,125 S

Legenda: MIC: Concentracdo Inibitéria Minima; C: Classificagdo quanto a sensibilidade; S: sensivel; R:

resistente.

Fonte: Da autora.

Todos as linhagens apresentaram-se sensiveis aos antifingicos anfotericina B e
fluconazol, apresentando valores de MIC dos antifingicos menores que 0s pontos de corte
indicados no documento Antifungal Agents Breakpoint tables for interpretation of MICs
Version 9 (EUCAST, 2018). O EUCAST ainda nao estabeleceu pontos de corte para
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classificacdo de espécies sensiveis ou resistentes a caspofungina, devido a significativa
variacdo interlaboratorial nas faixas de MIC para esse antifingico (EUCAST, 2018).
Entretanto, o isolado 221-V apresentou um MIC para caspofungina relativamente alto se
comparado aos pontos de corte dos antifingicos anidulafungina e micafungina, os quais
pertencem & mesma classe antifingica das chamadas equinocandinas. A MIC do isolado
221-V foi 32,25 e 61,5 vezes maior para caspofungina se comparado aos pontos de corte
para anidulafungina (0,032 pg/mL) e micafungina (0,016 pg/mL), respectivamente. De
acordo com Clinical & Laboratory Standards Institute, isolados de C. albicans devem ser
considerados sensiveis quando a MIC < 0,25 pg/mL, e resistentes quando MIC > 1 pg/mL
(CLSI, 2017). Portanto, a linhagem 221-V foi considerada resistente & caspofungina.

Estudos anteriores quanto a sensibilidade de C. albicans ao fluconazol encontraram
MIC igual a1l pg/mL, concentracdo proxima a encontrada neste trabalho (FERNANDES et
al., 2014; SOUZA et al., 2014). Outra pesquisa de sensibilidade de C. albicans ATCC 10231
a antifangicos verificou MIC igual a 1,0 pg/mL para anfotericina B e 0,25 pg/mL para
fluconazol (COELHO et al., 2012). Todos os isolados provenientes de fontes de infeccéo
hospitalar também se mostraram sensiveis e tal comportamento em isolados de C. albicans
também ja foi observado em outros estudos (PEMAN et al., 2012; SAVASTANO et al.,
2016).

A partir dos valores da MIC de anfotericina B, caspofungina e fluconazol para os
isolados de C. albicans determinou-se 0 uso das concentracdes de MIC e ¥ da MIC para
estudo de concentracdes subinibitorias. Para caspofungina, utilizou-se 1/8 da MIC, pois na
MIC e ¥ MIC para este antifangico, o nimero de células viaveis apds 24 h de cultivo era
menor que 10° células/mL, quantidade a qual era insuficiente para as metodologias utilizadas
de interacdo patdgeno-hospedeiro e de extracdo de RNA, tornando inviavel o cultivo nessas

concentragdes.

5.2 ANALISES PROTEOMICAS E METABOLOMICAS

A anélise protebmica e metabolémica das linhagens de Candida, estas foram
realizadas durante um estagio de intercambio na Universita di Bologna, Italia, sob a
supervisdo da professora Beatrice Vitali. Os dados foram coletados em espectros de massa
ou ressonancia magnética nuclear e foram analisados para comparar as linhagens, e fornecer

dados para selegdo das amostras utilizados nos ensaios de expressao génica.
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A identificagdo bioquimica dos isolados foram confirmadas por proteoma em
MALDI-TOF MS com scores > 2,000, confirmando que as 8 amostras pré-selecionadas
eram da espécie C. albicans. Nesse equipamento, cada microrganismo produz um espectro
de massas distinto dos demais, como se cada espécie tivesse uma “impressao digital” que a
difere (MARKLEIN et al., 2009). A Figura 4 mostra o espectro de massas (m/z) da linhagem
SC5314 que é representativo para as 8 linhagens de C. albicans.

Figura 4 — Espectro de massa MALDI-TOF (m/z 2.000 a 20.000) de C. albicans SC5314.
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Fonte: Da autora.
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A analise do metaboloma de C. albicans a partir dos espectros de RMN-H (FIGURA
5) foi feita utilizando o “software” Chenomx, o qual possibilitou a identificagdo e
quantificacdo de um total de 66 metabdlitos comuns as 8 linhagens, com 48 moléculas no
metaboloma extracelular e 47 moléculas no metaboloma intracelular, das quais 29 moléculas
foram encontradas em ambos os metabolomas (FIGURA 6). Todas as moléculas encontradas

e suas concentragdes por linhagem estéo descritas nas Tabelas 2 e 3.
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Figura 5 — Espectros de RMN-'H do metaboloma extracelular das oito linhagens de C. albicans.
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Figura 6 — Numero de moléculas encontradas no metaboloma das oito linhagens de C. albicans.

48 moléculas 47 moléculas
extracelulares intracelulares

Fonte: Da autora.

Nos Ultimos anos, tem sido estudados e desenvolvidos novos métodos para
identificacdo rapida e caracterizacdo de microrganismos, 0s quais possibilitaram a
identificacdo de novas espécies e caracterizacdo de componentes e/ou metabolitos destas.
Métodos como perfis proteicos utilizando ionizacdo e dessorc¢do a laser assistida por matriz
acoplada a um analisador de massas por tempo de voo (MALDI-TOF) e perfis
metabolémicos empregando ressonancia magnética nuclear (RMN) (CAROLIS et al., 2014;
EDDOUZI et al., 2013; FOSCHI et al., 2017; LAGHI et al., 2014; REZAEI-
MATEHKOLAEI; SHAFIEI; ZAREI-MAHMOUDABADI, 2016). Muitos estudos relatam
uma alta precisao para a identificagdo de fungos pelo MALDI-TOF MS. A sua relagdo custo-
eficacia, tempo de andlise curto, baixa taxa de erro e o fato de que ele também pode

discriminar entre espécies estreitamente relacionadas e criticas o tornam apropriado para a
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implementacéo na rotina clinica (FOSCHI et al., 2017; HENDRICKX, 2017; LACROIX et
al., 2014). Além disso, a identificacdo proteica por MALDI-TOF pode fornecer dados para
comparacdo de fatores associados a viruléncia de Candida spp. (MEILLER et al., 2009).
Um exemplo é o estudo de Cabezon et al. (2009), que ap6s comparar seus achados com
bancos de dados, identificou 214 proteinas de membrana, incluindo proteinas ancoradas ao
GPI, algumas associada a sintese e manuten¢do de p-glucanas na parede celular, outras séo
fatores de viruléncia, como fosfolipases ou proteases asparticas.

A espectroscopia de RMN gera dados complexos com base em perfis de metabolitos
e composicao quimica, o que pode ser usado ndo somente para a avaliagdo de metabdlitos,
mas também para identificacdo precisa de leveduras até o nivel de subespécie. A
identificacdo de isolados de leveduras por RMN é rapida e altamente robusta, ou seja, com
boa repetibilidade (HIMMELREICH; SORRELL; DANIEL, 2017). Devido as
caracteristicas acima citadas, esperava-se avaliar a producdo e secrecdo de adesinas e
proteases nos isolados de C. albicans para selecdo destas para o teste de interacdo patdgeno-
hospedeiro. Entretanto, ndo foi possivel detectar essas proteinas durante os ensaios de
protedmica por falta de moléculas padrGes (Sapps purificadas), foi feita apenas a
identificacdo ou confirmacéo dos isolados por comparagdo como banco de dados.

Na analise metaboldmica por RMN H n#o ¢ possivel detectar adesinas e proteases,
entretanto, o aminoacido aspartato foi quantificado no metaboloma intracelular de C.
albicans nas concentracbes de 26,4; 20,6; 27,1; 39,7; 49,6; 60,4; 67,3 e 68,8 uM,
respectivamente, nas linhagens SC5314, 289, 257, ATCC10231, 121, 120, 31 e 221-V
(TABELA 3). O aspartato € um aminodcido associado ao estresse por antifingicos e pode
estar relacionado a viruléncia fangica, pois C. albicans aumenta os niveis de aspartato
intracelular apds exposicao ao cetoconazol (L1 et al., 2018). Além disso, Sapp sdo proteinas
globulares que apresentam dois sitios cataliticos de aspartato (BORELLI et al., 2007).
Portanto, em uma correlacdo direta de biodisponibilidade, linhagens que produzem mais
aspartato poderiam produzir mais Sapp.
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Tabela 2 — Metaboloma extracelular de C. albicans.

Moléculas Concentracdo em mM
Linhagens de Candida albicans

SC5314 ATCC10231 31 120 121 221-V 257 289 SAB
Acetato 6,10E-01 9,13E-01 9,22E-01 3,62E-01 1,15E+00 3,80E-01 2,68E+00 2,92E+00 4,58E-01
Acetoina 1,75E-01 2,52E-01 4,51E-01 4,62E-01 2,93E-01 2,84E-02 1,92E-01 2,02E-01 -8,17E-04
Acetona 1,72E-02 1,58E-02 1,88E-02 1,47E-02 1,13E-02 1,73E-02 2,04E-02 2,06E-02 1,64E-02
Alanina 3,96E-01 3,64E-01 5,94E-01 3,28E-01 4,75E-01 5,85E-01 3,01E-01 3,74E-01 4,58E-01
Aloisoleucina 9,31E-01 7,29e-01 1,02E+00 1,35E+00 1,15E+00 9,54E-01 9,82E-01 9,62E-01 3,67E-01
Arabitol 1,73E+00 4,67E+00 6,52E-01 2,06E-01 3,89E+00 5,31E-01 1,26E+00 1,10E+00 1,97E-01
Asparagina 8,72E-02 4,86E-02 1,56E-02 1,55E-02 2,73E-02 1,03E-01 6,60E-02 5,67E-02 1,91E-01
Citidina 6,86E-03 8,03E-03 7,60E-03 6,54E-03 7,72E-03 6,49E-03 6,54E-03 6,78E-03 8,17E-03
Citrato 1,29E+00 1,35E+00 1,24E+00 1,32E+00 1,36E+00 1,34E+00 1,37E+00 1,26E+00 1,02E+00
Colina 1,78E-02 1,68E-02 2,45E-02 3,85E-02 1,18E-02 3,49E-02 1,61E-02 1,61E-02 3,55E-02
Etanol 7,16E+01 8,38E+01 1,09E+02 1,11E+02 1,07E+02 7,86E+01 8,05E+01 8,03E+01 2,79E-01
Fenilalanina 6,87E-01 7,25E-01 6,51E-01 6,46E-01 5,44E-01 6,43E-01 7,02E-01 6,95E-01 6,31E-01
Formato 5,46E-02 5,48E-02 8,78E-02 1,89E-02 4,14E-02 5,18E-02 4,62E-02 6,05E-02 6,76E-02
Fumarato 3,02E-02 2,10E-02 4,12E-02 1,32E-02 2,21E-02 7,56E-02 1,59E-02 1,64E-02 2,89E-03
Glicerol 2,03E+00 1,92E+00 5,03E+00 6,75E+00 3,07E+00 3,31E+00 2,82E+00 2,84E+00 1,11E-01
Glicose 1,84E+01 1,36E+01 7,16E-01 7,27E-01 1,33E+00 1,69E+01 1,35E+01 1,35E+01 4,63E+01
Guanosina 5,74E-03 5,30E-03 7,77E-03 6,55E-03 6,53E-03 8,18E-03 7,18E-03 6,23E-03 8,46E-03
Hidroxiacetona 2,83E-02 2,54E-02 3,03E-02 3,46E-02 2,64E-02 1,86E-02 2,57E-02 2,76E-02 1,90E-02
Inosina 7,10E-03 6,19E-03 8,24E-03 8,01E-03 8,54E-03 3,95E-03 6,21E-03 5,75E-03 7,00E-03
Isobutirato 1,28E-02 2,09E-02 2,95E-02 3,93E-02 2,96E-02 1,30E-02 2,64E-02 2,98E-02 7,54E-03
Isoleucina 3,33E-01 3,34E-01 3,04E-01 2,85E-01 2,90E-01 3,38E-01 3,27E-01 3,41E-01 3,59E-01
Lactato 2,00E-01 1,64E-01 2,84E-01 3,19E-01 2,20E-01 1,90E-01 2,75E-01 2,82E-01 1,61E-01
Leucina 2,16E+00 2,31E+00 1,92E+00 1,92E+00 2,00E+00 2,24E+00 2,16E+00 2,15E+00 2,26E+00
Lisina 1,18E+00 1,21E+00 1,15E+00 1,15E+00 1,17E+00 1,12E+00 1,19E+00 1,14E+00 1,05E+00
Malato 1,05E-01 7,78E-02 1,00E-01 5,77E-02 6,48E-02 2,33E-01 8,39E-02 8,67E-02 1,07E-01
Manose 5,86E-02 4,15E-02 2,61E-02 1,62E-02 3,36E-02 6,69E-02 5,55E-02 6,64E-02 3,22E-02
Metanol 4,00E-03 5,01E-03 1,34E-02 1,17E-02 1,33E-02 1,95E-03 2,15E-03 3,10E-03 1,19E-02
Metionina 1,79-01 1,89E-01 142E-01 1,08E-01 1,78E-01 1,93E-01 1,50E-01 1,63E-01 2,49E-01
N6-acetil-lisina 2,20E-01 2,40E-01 1,86E-01 1,93E-01 2,04E-01 1,71E-01 2,01E-01 2,02E-01 2,46E-01
Orotato 2,59E-03 2,66E-03 3,68E-03 4,54E-03 3,13E-03 3,34E-03 3,17E-03 3,96E-03 2,06E-03
p-cresol 1,22E-02 1,27E-02 1,38E-02 1,12E-02 1,46E-02 1,06E-02 1,25E-02 1,23E-02 1,07E-02
Piroglutamato 4,35E-01 4,59E-01 4,49E-01 4,49E-01 4,48E-01 4,49E-01 4,62E-01 4,64E-01 4,24E-01
Piruvato 6,41E+00 3,15E+00 1,13E+01 1,23E+01 6,55E+00 5,03E+00 7,37E+00 7,19E+00 3,13E-02
Putrescine 2,00E-02 3,70E-02 3,03E-02 2,60E-02 2,30E-02 2,54E-02 2,19E-02 2,92E-02 3,10E-02
Ribose 4,79E-02 3,65E-02 8,84E-03 7,87E-03 1,28E-02 4,52E-02 3,46E-02 3,87E-02 1,03E-01
Sacarose 6,69E-02 6,51E-02 6,45E-02 7,16E-02 6,65E-02 7,35E-02 6,56E-02 6,70E-02 5,47E-02
Sarcosina 6,12E-02 6,49E-02 6,69E-02 6,25E-02 6,35E-02 6,30E-02 6,33E-02 6,23E-02 6,03E-02
Succinato 3,60E-01 4,68E-01 5,09E-01 3,92E-01 4,31E-01 6,73E-01 2,73E-01 2,50E-01 5,28E-02
Tirosina 1,82E-01 1,80E-01 1,90E-01 1,93E-01 1,80E-01 1,72E-01 1,85E-01 1,83E-01 1,46E-01
Treonina 1,29E-01 8,20E-02 1,66E-02 5,67E-03 2,05E-02 1,24E-01 7,25E-02 8,29E-02 4,80E-01
Triptofano 165E-01 1,81E-01 1,18E-01 1,19E-01 1,35E-01 1,30E-01 1,62E-01 1,56E-01 1,72E-01
Uracila 1,65E-02 1,76E-02 2,11E-02 2,19E-02 2,69E-02 8,25E-03 1,79E-02 1,56E-02 1,22E-02
Valina 3,79E-01 3,92E-01 3,61E-01 3,16E-01 3,77E-01 4,40E-01 3,82E-01 3,95E-01 4,14E-01
1,3-Dihidroxiacetona  1,42E-03 1,81E-03 2,82E-03 3,72E-03 2,02E-03 1,08E-03 1,76E-03 1,82E-03 2,09E-04
2,3-Butanediol 2,28E-01 3,26E-01 3,43E-01 4,44E-01 3,63E-01 1,46E-01 2,20E-01 2,37E-01 2,34E-02
2-Oxoglutarato 1,47E-01 142E-01 1,84E-01 1,14E-01 1,61E-01 5,72E-02 1,13E-01 1,22E-01 1,51E-02
2-Oxoisocaproato 2,07E-01 2,02E-01 1,95E-01 1,59E-01 2,28E-01 2,03E-01 1,98E-01 1,90E-01 1,86E-01

3-Metil-2-oxovalerato  3,13E-02 2,76E-02 5,05E-02 2,16E-02 6,13E-02 2,44E-02 2,68E-02 2,57E-02 1,44E-03

Legenda: SAB: caldo Sabouraud Dextrose analisado como controle. As moléculas em azul foram detectadas em ambos os
metaboloma intra e extracelular.

Fonte: Da autora.
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Moléculas Concentracdo em mM
Linhagens de Candida albicans
SC5314 ATCC10231 31 120 121 221-V 257 289

Acetato 7,04E-01 9,88E-01 3,79E-01 5,49E-01 2,68E-01 3,79E-01 1,14E+00 1,44E+00
Acetoina 1,14E-02 5,45E-03 1,37E-02 1,24E-02 5,95E-03 4,40E-03 1,62E-02 7,33E-03
Acetona 159E-02 1,05E-02 1,50E-02 1,60E-02 6,51E-03 2,87E-03 1,55E-02 1,30E-02
Adenosina 6,53E-03 5,86E-03 7,74E-03 1,01E-02 7,52E-03 1,48E-02 8,83E-03 1,01E-02
Adenosina difosfato (ADP) 2,09E-03 1,84E-03 2,35E-03 3,36E-03 1,73E-03 2,88E-03 2,76E-03 2,43E-03
Adenosina monofosfato (AMP)  1,28E-02 7,64E-03 1,83E-02 1,64E-02 1,36E-02 2,97E-02 1,08E-02 1,11E-02
Alanina 1,63E-01 5,88E-02 1,84E-01 1,02E-01 9,81E-02 1,87E-01 1,21E-01 1,81E-01
Asparagina 2,61E-02 2,65E-02 2,78E-02 3,93E-02 2,37E-02 3,28E-02 2,85E-02 2,08E-02
Aspartato 2,64E-02 3,97E-02 6,73E-02 6,04E-02 4,96E-02 6,88E-02 2,71E-02 2,06E-02
Citrato 4,19E-02 3,84E-02 3,79E-02 3,26E-02 4,17E-02 3,01E-02 4,82E-02 3,45E-02
Colina 591E-04 9,04E-04 1,65E-03 1,02E-03 1,21E-03 1,94E-03 9,63E-04 1,35E-03
Creatinina 4,11E-03 4,94E-03 2,28E-03 3,98E-03 6,02E-03 8,54E-03 3,62E-03 2,45E-03
Etanol 2,57E+00 7,16E-01 1,86E+00 1,46E+00 3,53E+00 2,40E+00 2,94E+00 1,49E+00
Fenilalanina 2,26E-02 2,14E-02 2,26E-02 2,11E-02 2,35E-02 2,02E-02 2,98E-02 2,23E-02
Fumarato 3,61E-03 3,54E-03 5,93E-03 4,21E-03 5,00E-03 5,47E-03 3,55E-03 3,43E-03
Glicerol 1,25E+00 1,32E+00 1,26E+00 1,58E+00 5,12E-01 3,70E-01 1,42E+00 1,07E+00
Glicose 9,73E-02 8,55E-02 5,75E-03 5,62E-03 3,35E-01 2,75E-01 6,90E-02 2,45E-02
Glicose-1-fosfato 2,01E-02 9,22E-03 1,27E-02 1,98E-02 4,15E-02 7,38E-02 3,34E-02 5,17E-02
Glutamato 7,75E-02 4,79e-02 9,58E-02 1,01E-01 9,32E-02 2,10E-01 5,37E-02 7,24E-02
Glutamina 3,82E-02 3,73E-02 3,88E-02 7,35E-02 4,15E-02 1,49E-01 2,97E-02 4,31E-02
Isoleucina 1,36E-02 1,27E-02 1,92E-02 1,45E-02 1,33E-02 1,24E-02 1,59E-02 1,04E-02
Lactato 1,12E-02 1,74E-02 1,87E-02 2,52E-02 2,38E-02 2,05E-02 3,18E-02 1,69E-02
Leucina 8,62E-02 8,06E-02 9,48E-02 7,27E-02 9,20E-02 6,67E-02 1,12E-01 6,99E-02
Lisina 6,13E-02 3,38E-02 6,10E-02 4,12E-02 5,10E-02 5,05E-02 5,83E-02 3,19E-02
Malato 3,53E-02 4,26E-02 7,63E-02 5,02E-02 5,85E-02 5,53E-02 4,29E-02 4,38E-02
Metionina 8,30E-03 1,27E-02 1,33E-02 1,37E-02 1,35E-02 1,04E-02 1,01E-02 1,06E-02
Monofosfato de uridina (UMP) 1,17E-02 6,33E-03 1,31E-02 9,89E-03 9,47E-03 1,19E-02 7,41E-03 1,07E-02
NAD+ 7,20E-03 7,68E-03 6,76E-03 5,71E-03 6,08E-03 6,23E-03 6,73E-03 7,05E-03
O-acetilcolina 3,15E-03 2,48E-03 6,66E-03 4,29E-03 2,92E-03 4,38E-03 2,50E-03 3,45E-03
O-fosfocolina 2,01E-03 2,35E-03 2,63E-03 2,12E-03 3,31E-03 8,55E-03 2,26E-03 2,65E-03
Ornitina 3,33E-03 3,24E-03 3,67E-03 3,20E-03 3,26E-03 3,66E-03 1,51E-03 4,12E-03
Piroglutamato 1,12E-02 9,80E-03 8,04E-03 6,82E-03 8,98E-03 6,11E-03 1,42E-02 9,25E-03
Piruvato 5,67E-02 2,48E-02 5,47E-02 5,81E-02 9,05E-03 1,24E-02 7,98E-02 4,50E-02
Prolina 2,63E-02 4,63E-03 4,06E-02 3,88E-02 5,34E-02 5,62E-02 4,66E-02 2,28E-02
Propionato 1,39E-01 1,57E-01 1,42E-01 1,63E-01 4,75E-02 5,27E-02 1,40E-01 1,59E-01
Sacarose 6,80E-03 6,02E-03 8,14E-03 7,99E-03 1,10E-02 4,50E-02 1,81E-02 1,22E-02
Succinato 1,83E-02 2,10E-02 1,58E-02 1,15E-02 1,87E-02 2,31E-02 1,79E-02 1,03E-02
Tirosina 1,27E-02 9,55E-03 1,23E-02 1,16E-02 1,02E-02 1,07E-02 1,15E-02 1,09E-02
Trealose 492E-02 2,39E-03 2,87E-02 2,53E-02 1,66E-01 1,07E+00 3,17E-02 2,31E-02
Treonina 8,74E-03 4,39E-03 1,86E-02 2,10E-02 1,84E-02 2,65E-02 1,77E-02 1,58E-02
Uracila 5,88E-03 4,64E-03 7,12E-03 8,39E-03 5,74E-03 9,65E-03 6,97E-03 5,67E-03
Valina 2,72E-02 2,16E-02 3,27E-02 2,67E-02 2,64E-02 3,01E-02 3,14E-02 2,31E-02
2,3-Butanediol 9,31E-03 8,63E-03 1,17E-02 1,23E-02 6,08E-03 4,00E-03 1,39E-02 8,48E-03
2-Aminobutirato 6,62E-03 5,42E-03 6,50E-03 4,98E-03 4,42E-03 3,70E-03 7,54E-03 5,57E-03
2-Oxoglutarato 5,47E-03 6,01E-03 5,35E-03 5,76E-03 2,98E-03 7,07E-03 5,86E-03 5,23E-03
3-Metil-2-oxovalerato 6,97E-02 6,43E-02 7,08E-02 5,93E-02 7,56E-02 6,46E-02 8,65E-02 5,71E-02
4-Aminobutirato (GABA) 2,06E-02 8,77E-03 193E-02 541E-03 6,06E-03 6,74E-03 1,31E-02 9,10E-03

Legenda: As moléculas em azul foram detectadas em ambos os metaboloma intra e extracelular.

Fonte: Da autora.
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Os metabolitos encontrados estdo envolvidos principalmente no ciclo do &cido
tricarboxilico (TCA), na glicélise ou na gliconeogénese, na sintese lipidica, no metabolismo
dos aminoacidos e acidos nucleicos, ou seja, nas vias metabdlicas principais dos fungos, as
quais estdo envolvidas inicialmente com a producdo de energia e posteriormente com
mecanismos de viruléncia que serdo discutidos a seguir. Uma representacdo das moléculas
envolvidas no metabolismo de microrganismos e que foram quantificadas nesse trabalho
pode ser visualizada na Figura 7. As rotas metabolicas foram desenhadas com informacdes
de estudos anteriores (ASLAN; NOOR; BAR-EVEN, 2017; CHEN et al., 2016; CHEW;
CHEE; THAN, 2019; DUDLEY etal., 2010; FLINT et al., 2015; HUERGO; DIXON, 2015;
KITAHARA et al., 2015; LI et al., 2018; NATTER; KOHLWEIN, 2013; PIETZKE;
MEISER; VAZQUEZ, 2019; PUIG-CASTELLVI et al., 2016; ROHDE et al., 2017;
SRINIVASAN et al., 2015; TANG; LEE; CHEN, 2015; WARGO, 2013; ZHU et al., 2015).

Figura 7 — Esquema simplificado do metabolismo central de microrganismo com as moléculas
guantificadas nesse estudo.
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Legenda: As moléculas destacadas em vermelho foram quantificadas no metaboloma intracelular, as moléculas em
verde correspondem ao metaboloma extracelular e as moléculas em azul estavam presentes em ambos
metabolomas. Duas moléculas (serina e oxaloacetato) foram adicionadas ao mapa metabdlico como
intermedidrios para ilustrar a ligagéo entre outras metabolitos.

Fonte: Da autora.
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Entre os amino&cidos quantificados no metaboloma foi observado uma variagao nas
concentracdes de treonina entre as linhagens. No metaboloma extracelular pode-se notar a
diminuicdo desse aminoacido na ordem de 3,72; 3,87; 5,79; 5,85; 6,62; 23,41; 28,92 e 84,66
vezes menor que a concentracdo inicial no meio de cultura, respectivamente, para as
linhagens SC5314, 221-V, 289, ATCC10231, 257, 121, 31 e 120. No metaboloma
intracelular as menores concentracOes estavam nas linhagens padroes SC5314 (8,74 uM) e
ATCC10231 (4,39 uM) e as maiores concentracdes nas linhagens clinicas 289 (15,8 uM),
257 (17,7 uM), 121 (18,4 uM), 31 (18,6 uM), 120 (21,0 uM) e 221-V (26,5 pM).

O rompimento das vias biossintéticas de treonina e aminoécidos de cadeia ramificada
como isoleucina e valina resulta em viruléncia atenuada no modelo de infecc¢do intravenosa
em camundongos (KINGSBURY; MCCUSKER, 2010a, 2010b). A via biossintética da
treonina é particularmente interessante como alvo em antifungicos por ndo estar presente em
humanos. A treonina é produzida a partir do aspartato que é convertido em homoserina, que
por sua vez é convertida em treonina pela agdo da homoserina quinase (Thrlp). C. albicans
mutantes THR14 foram significativamente atenuados na viruléncia e extremamente
sensiveis ao soro. Entretanto, a sensibilidade sérica foi suprimida pela adi¢do de treonina. A
sobrevivéncia do soro € critica para a disseminacdo, um importante determinante da
viruléncia (KINGSBURY; MCCUSKER, 2010b). Ademais, as adesinas Hwplp e Als3p
possuem dominios C e N-terminais ricos em residuos de treonina, 0s quais sdo importantes
para adesdo fungica (PADOVAN et al., 2009; RAUCEO et al., 2006). Assim, pode-se inferir
que a linhagem 221-V seria a mais virulenta pois, provavelmente, foi a linhagem que mais
produzir treonina (maior concentracdo intracelular) e poderiam produzir mais adesinas,
enquanto foi um dos isolados que utilizou menos treonina disponivel no meio de cultura.
Isto condiz com os resultados apresentados nos ensaios de interacdo com macréfago em que
essa amostra apresentou maiores niveis de expressdo génica de adesinas e proteases (item
5.6). Comparando as concentracfes de treonina entre as linhagens, pode-se inferir,
similarmente, que a linhagem 121 apresenta viruléncia intermediéria e SC5314, menor
viruléncia em relacdo aos outros isolados.

Ademais, o metabolismo de aminoacidos pode favorecer a sobrevivéncia, o
crescimento e induzir a formacéo de hifas em C. albicans. Essa espécie pode sobreviver em
ambientes extremamente acidos (pH < 2) e extremamente alcalinos (pH > 10), adaptando-se
a estes pela capacidade de regular o pH citosolico, o qual é geralmente neutro a alcalino
variando entre pH 5,8 e pH 9 (VYLKOVA et al., 2011). Os aminoacidos sdo absorvidos e
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metabolizados, criando grandes quantidades de aménio citotdxico, que séo entdo expulsos
por transportadores de amoénio como CaAto5 e levam a alcalinizagdo do pH no meio e,
embora 0s mecanismos subjacentes ndao sejam completamente compreendidos, esse processo
favorece o crescimento fungico e resulta na morfogénese da hifas (DANHOF; LORENZ,
2015; GARBE; VYLKOVA, 2019).

Um estudo de protebmica mostrou que a interagdo Candida-macrofago regulou
positivamente a sintese de enzimas envolvidas na producéo de citrato, isocitrato, malato, tais
como a citrato desidrogenase, isocitrato liase e malato sintase (KITAHARA et al., 2015).
Sugerindo que a produgdo de glicose pela ativacdo da gliconeogénese e do ciclo de acido
tricarboxilico e/ou ciclo do glioxilato esta relacionada a capacidade de C. albicans escapar
de dentro dos macréfagos (KITAHARA et al., 2015). O ciclo de acido tricarboxilico é uma
via central para o metabolismo de fontes de carbono, lipidios e aminoacidos, e fornece uma
importante fonte de energia para a célula (TAO et al., 2017). Analisando a glicose no
metaboloma extracelular, as menores concentragdes foram observadas nos isolados 31
(0,716 mM) e 120 (0,727 mM), valor intermediario no isolado 121 (1,33 mM), e as maiores
concentragdes nos isolados 221-V (16,9 mM) e SC5314 (18,4 mM) (TABELA 2).
Analisando a glicose no metaboloma intracelular, novamente as menores concentragdes
foram observadas nos isolados 31 (5,75 uM) e 120 (5,62 puM), valor intermediério na
amostra SC5314 (97,3 uM), e as maiores concentragdes nos isolados 221-V (275 uM) e 121
(335 uM) (TABELA 3). A glicose aumenta a resisténcia de C. albicans a antifingicos
azoicos e ao estresse oxidativo, e assim, a acdo de células fagociticas (RODAKI et al., 2009).
Os niveis de glicose podem alterar significativamente a expressdo de genes associados a
viruléncia fangica, tais como CAP1, ligado a resposta ao estresse oxidativo (RODAKI et al.,
2009). Assim, a maior disponibilidade de glicose intracelular pela linhagem 221-V
destacaria esta como a amostra mais virulenta. Curiosamente, essa linhagem apresentou os
maiores niveis de expressdo dos genes SAP, ALS3 e HWP1 (item 5.6).

Analisando o metaboloma extracelular, pode-se notar que todos os isolados
aumentaram os niveis de etanol em comparacdo com a concentracdo inicial do meio de
cultura, principalmente os isolados clinicos 31 (10,9 uM), 120 (11,1 uM) e 121 (10,7 uM).
Entretanto, no metaboloma intracelular os isolados SC5314 (2,57 mM), 120 (3,53 mM) e
259 (2,94 mM) mostraram as maiores concentragOes de etanol. Na auséncia de glicose,
fontes alternativas de carbono, tais como etanol e acetato, sdo convertidas no metabolito

central acetil-CoA para alimentar o ciclo de glioxilato e a gliconeogénese para producédo de
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glicose e energia (CHEW; CHEE; THAN, 2019; MOTA et al., 2015). As linhagens 121 e
221-V mostraram as menores concentracdes intracelular de acetato em comparagdo com as
demais linhagens, esses dois isolados também apresentaram os maiores niveis de glicose
intracelular (TABELA 3). Esses resultados sugerem que as linhagens 121 e 221-V podem
ter usado o acetato no processo de gliconeogénese.

Analisando o metaboloma extracelular pode-se observar um aumento na produgéo
de fumarato igual a 4,56; 5,52; 5,69; 7,26; 7,64; 10,45; 14,28 e 26,18 vezes maior que 0
controle (meio de cultura), respectivamente nas linhagens 120; 257; 289; ATCC10231; 121;
SC5314; 31 e 221-V. A anélise do metaboloma intracelular mostrou maiores concentraces
de fumarato nas linhagens 31 (5,93 uM), 221-V (5,47 uM) e 121 (5,00 uM). Um recente
estudo mostrou que o gene SDH2 codifica uma subunidade da succinato desidrogenase que
catalisa a oxidacdo do succinato em fumarato no ciclo TCA. Essa enzima desempenha um
papel importante na filamentacdo e viruléncia de C. albicans provavelmente por afetar
espécies reativas de oxigénio intracelular (Bl et al., 2018). Assim, infere-se que o fumarato,
provavelmente, seja importante na viruléncia de C. albicans, e novamente a linhagem 221-
V destaca-se com maior disponibilidade desse metabolito.

Na etapa de glicolise ha a producdo de adenosina trifosfato (ATP) e duas moléculas
de piruvato, o segundo estagio da respiracdo aerobica é o ciclo de Krebs ou ciclo do &cido
tricarboxilico que envolve moléculas de citrato, fumarato, succinato, malato e oxoglutarato
(TAO et al., 2017). Essas moléculas foram encontradas no metaboloma extracelular de
C. albicans, e, em geral, apresentaram suas concentracdes aumentadas em relacdo a
concentracéo inicial do meio, com exce¢do do malato que ndo foi alterado significativamente
(FIGURA 8).

A glicolise pode também estimular C. albicans a produzir e armazenar glicerol e um
intermediario metabdlico chamado dihidroxiacetona (KLEIN et al., 2017), o qual foi
encontrado em concentracfes 5,18; 6,80; 9,70; 13,50 e 17,82 vezes maior do que a
concentracdo inicial nas linhagens 221-V, SC5314, 121, 31 e 120, respectivamente. A
conversdo de glicerol-3-fosfato em fosfato de dihidroxiacetona pela acdo da glicerol-3-
fosfato oxidase permite o uso de glicerol como fonte de carbono mas esse processo produz
peroxido de hidrogénio que altamente toxico ao microrganismo (FERRARINI et al., 2016).
Dessa maneira, as menores concentragdes de dihidroxicetona observadas nas linhagens 221-
V, SC5314 e 121 indicam que estas teriam menor producdo de perdxido de hidrogénio e

sofreriam menos danos que as demais linhagens.
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Figura 8 — Moléculas envolvidas na producdo de energia apresentaram alteracBes em suas
concentracdes no metaboloma extracelular de 8 linhagens de C. albicans indicando

glicolise.
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Legenda: Os dados mostram a diminuigdo de glicose e aumento nas concentragcdes de moléculas utilizadas no ciclo do
acido tricarboxilico, evidenciando a glicdlise. O controle utilizado foi 0 meio de cultura caldo Sabouraud Dextrose. Com
excecdo do malato que ndo apresentou diferenca significativa P > 0.05, os outros sete metabdlitos apresentaram diferenca
significativa do controle (meio de cultura) P < 0,01.

Fonte: Da autora.

Analisando o metaboloma intracelular, as maiores concentrac6es de glicose foram

observadas nos isolados 121 e 221-V, interessantemente, essas linhagens apresentaram
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menores concentragdes de acetona, acetato e piruvato (TABELA 3) quando comparadas as
demais amostras. Altas concentragdes de glicose favorecem a sintese de lipideos, ademais,
moléculas de acetato, acetona, formato e piruvato sdo precursoras na biossintese de lipideos
tais como esfingolipideos, glicerofosfolipideos, glicerolipideos e esterois (KANESHIRO,
2002; WANG et al., 2011). Desse modo, esses metabdlitos poderiam estar relacionados a
sensibilidade ou resisténcia aos antiflngicos, por favorecerem a formacéo de esterdis como
o ergosterol. A menor disponibilidade de acetona, acetato e piruvato nas linhagens 121 e
221-V, possivelmente, causariam menor producéo de esterdis como ergosterol, destacando
estas com menos sensiveis a antifingicos que agem sobre o ergosterol. De fato, a linhagem
221-V apresentou menor sensibilidade a anfotericina B se comparada as demais linhagens.
Entretanto, 0 mesmo ndo foi observado na linhagem 121, uma justificativa seria a maior
concentracdo de piruvato no metaboloma extracelular desta que poderia estar sendo
reabsorvido e utilizado na lipogénese.

Um estudo recente encontrou diferengas protebmicas e metab6licas como maiores
concentracdes de citrato em uma linhagem de C. auris resistente ao fluconazol e
caspofungina quando comparada a uma linhagem de C. albicans sensivel a esses
antifungicos (ZAMITH-MIRANDA et al., 2019). Esses achados fornecem informacoes
interessantes sobre caracteristicas metabdlicas, algumas relacionadas a resisténcia
antifungica, que sugere um mecanismo multifatorial de resisténcia a farmacos, incluindo
grandes diferencas na utilizacdo de carbono, esfingolipideos, glicerolipideos, esterois,
parede celular e bombas de efluxo (ZAMITH-MIRANDA et al., 2019). Na Figura 8 pode-
se observar o aumento de citrato no metaboloma extracelular quando comparado ao controle,
no qual a maior concentragdo foi na amostra 221-V (1,37 mM). Entretanto, analisando as
concentracdes de citrato no metaboloma intracelular, a linhagem 221-V apresentou a menor
concentracdo (30,1 uM) entre as linhagens.

E conhecido que C. albicans pode aumentar a sintese de glicerol, arabitol e trealose
em resposta ao estresse oxidativo e osmotico (SANCHEZ-FRESNEDA et al., 2013). Na
Tabela 2 é possivel notar que as linhagens de C. albicans produziram também arabitol, o
qual foi encontrado em concentragdes 1,04; 2,69; 3,30; 5,58; 6,39; 8,76; 19,69 e 23,66 vezes
maior do que no controle, respectivamente, nas linhagens 120, 221-V, 31, 289, 257, SC5314,
121 e ATCC10231. Observando a Tabela 3 foi possivel notar as maiores concentragdes de
trealose nas linhagens 221-V (1070 uM) e 121 (166 pM), valor intermediario para SC5314
(49,2 uM) e a menor concentracdo na linhagem ATCC10231 (2,39 puM).
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As moléculas encontradas nesse trabalho foram comparadas com dois trabalhos
recentes de metaboloma de Candida spp. (TABELA 4) (LI et al., 2018; SEMREEN et al.,
2019). Comparando os metabolitos encontrados com os de Semreen et al (2019), foram
encontradas 15 moléculas iguais ou relacionadas como um metabolito destas, tais como, dois
alcoois provenientes de metabolizacdo de aminoacidos, 4-(2-hidroxietil)fenol e 2-(1H-indol-
3-il)etan-1-ol, que sdo metabolitos secundéarios de tirosina e triptofano, respectivamente.
Quando comparados ao estudo de Li et al. (2018), foram encontrados 22 metabolitos iguais
ou relacionados. Oito moléculas (alanina, fenilalanina, glicerol, glicose, lactato, metionina,
tirosina e 2-Oxoglutarato) foram encontradas nesse trabalho em ambos os metabolomas
intracelular e extracelular, enquanto que no estudo de Li et al. (2018) elas foram detectadas
em apenas um dos metabolomas. Os metabolitos encontrados nesses trés estudos diferem,
assim como as metodologias utilizadas em cada um. Nesse trabalho utilizou-se 0 RMN-'H
e foram quantificados 66 metabolitos; Li et al. (2018) utilizaram uma combinacdo de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG-MS), cromatografia liquida
de ultra-alta eficiéncia acoplada a MS de tempo-off de quadrupolo (UHPLC-Q-TOF/MS) e
cromatografia liquida de interacdo hidrofilica acoplada ao método quadrupolo triplo MS
(HILIC-QQQ / MS) para quantificar 65 metabdlitos; e, Semreen et al. (2019) utilizaram CG-
MS e quantificaram 22 metabdlitos em C. albicans e 63 metabdlitos em C. auris. Ambas as
técnicas de espectrometria de massa e ressonancia magnética nuclear sdo utilizadas em
estudos de metabolémica fangica (AZERANG et al., 2019; LI et al., 2018). A diferenca
entre os resultados pode estar relacionada a sensibilidade de cada método e os bancos de
dados utilizados para interpretacdo dos mesmos. A espectrometria de massa é capaz de
analisar quantidades extremamente baixas de metabdlitos dentro de uma amostra, entretanto,
ndo é tdo precisa na quantificacdo dos metabolitos, a menos que métodos de marcacao com
isétopos estaveis sejam usados (CREEK et al., 2012; VEENSTRA, 2012). Em contraste, a
tecnologia de RMN é capaz de determinar a quantificacdo relativa de metabdlitos com
facilidade, embora sua sensibilidade possua vérias ordens de grandeza inferior a da
espectrometria de massa (CULIBRK; CROFT; TEBBUTT, 2016; VEENSTRA, 2012).
Portanto, pesquisas que combinem essas técnicas seriam altamente valiosas em estudos de

metaboloma fungico.
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Tabela 4 — Analise comparativa do metaboloma de C. albicans por RMN-'H com a literatura.
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Tabela 4 — Analise comparativa do metaboloma de C. albicans por RMN-'H com a literatura.
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Tabela 4 — Analise comparativa do metaboloma de C. albicans por RMN-'H com a literatura.

(continuacao)
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Tabela 4 — Analise comparativa do metaboloma de C. albicans por RMN-'H com a literatura.
(continuacéo)
Metaboloma (RMN-H) Semreen et al 2019 Lietal. 2018
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Tabela 4 — Analise comparativa do metaboloma de C. albicans por RMN-'H com a literatura.
(continuacao)
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Tabela 4 — Analise comparativa do metaboloma de C. albicans por RMN-'H com a literatura.

(continuacao)
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Tabela 4 — Analise comparativa do metaboloma de C. albicans por RMN-'H com a literatura.

(continuacao)

Metaboloma (RMN-H) Semreen et al 2019
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53 SELECAO DE TRES LINHAGENS DE C. albicans PARA ENSAIOS DE
INTERACAO PATOGENO-HOSPEDEIRO E GENOMICA.

Observando os resultados de sensibilidade antifingica e metabolémica foram

escolhidas as linhagens SC5314, 121 e 221-V para os ensaios de interacdo patdgeno-

hospedeiro conforme detalhado a seguir.



64

O principal critério de selecdo foi a sensibilidade aos antiflngicos, notou-se que as
linhagens mostraram diferentes MICs para caspofungina, com perfis de alta sensibilidade
para a linhagens SC5314 (0,063 pg/mL), um valor intermediario em relacdo as outras
linhagens para a amostra 121 (0,125 pg/mL) e o valor maior para a linhagem 221-V (1,0
pg/mL). Semelhantemente, o aminoéacido aspartato, relacionado a producdo de Sapp,
apresentou concentragfes baixa, intermediaria e alta no metaboloma intracelular de
C. albicans SC5314 (26,4 uM), 121 (49,6 uM) e 221-V (68,8uM).

As linhagens 121 e 221-V apresentaram altos niveis de metabdlitos envolvidos na
producdo energia, como por exemplo o fumarato, além dos maiores niveis de glicose
intracelular. Interessantemente, essas linhagens mostraram as menores concentragdes de
acetona, acetato e piruvato, as quais sdo moléculas precursoras na biossintese de lipideos tais
como esterois (KANESHIRO, 2002; WANG et al., 2011). Desse modo, esses metabolitos
poderiam estar relacionados ao perfil de sensibilidade aos antifingicos, por favorecerem a
formacdo de esterdis como o ergosterol. Estas duas linhagens também apresentaram as altas
concentracdes de glicerol, arabitol e trealose os quais estdo associados a resposta ao estresse
oxidativo e osmético (SANCHEZ-FRESNEDA et al., 2013). Ademais, essas linhagens
mostraram as maiores concentra¢@es intracelulares de treonina, a qual é importante para
producdo das adesinas Hwplp e Als3p que possuem dominios C e N-terminais ricos em
residuos desse aminoacido (PADOVAN et al., 2009; RAUCEDO et al., 2006). Assim, pode-
se inferir que a linhagem 221-V seria a mais virulenta pois, provavelmente, foi a linhagem
que mais produzir treonina (maior concentracdo intracelular) Portanto, as linhagens 121 e
211-V destacaram-se entre as demais linhagens de origem clinicas, apresentando-se como
possiveis linhagens metabolicamente mais virulentas.

Entre as linhagens padrées, a SC5314, também conhecida como ATCC MYA-2876,
foi selecionada por ser uma das linhagens de C. albicans mais estudadas em biologia
molecular e que possui aproximadamente 30% de seus genes caracterizados, segundo 0
Candida  Genome Database  (http://www.candidagenome.org/cache/C_albicans_
SC5314 _genomeSnapshot.html).

5.4 ATIVIDADE FUNGICIDA DOS MACROFAGOS

A atividade fungicida dos macrofagos foi avaliada apos 1h de contato com as
leveduras. Os macréfagos mataram 34,18 + 5,43%; 35,30 + 7,12% e 34,81 + 4,73% das
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células de leveduras, nas linhagens 121, 221-V e SC5314, respectivamente (FIGURA 9).
Esses resultados sdo semelhantes a estudos anteriores que também avaliaram a atividade
fungicida apos 1 hora de contato entre as leveduras e células fagociticas, como o trabalho de
Tavanti et al. (2006) em que os macrofagos mataram 37,4% de C. albicans, e de Newman
et al. (2005) no qual mondcitos e macréfagos mataram 48% a 57% do indculo inicial de C.
albicans.

N&o houve diferenca significativa (P > 0,05) entre os grupos tratados ou ndo com
antifngicos, para as linhagens 221-V e SC5314. Entretanto, observou-se um aumento
significativo na taxa de fagocitose (P < 0,05) na linhagem 121 apds tratamentos com 1/8 da
MIC de caspofungina, a MIC de anfotericina B e ¥ da MIC de anfotericina B, as quais
mostraram taxas de fagocitose com médias respectivamente iguais a 41,05 * 1,05%; 41,01
+0,24% e 41,88 £ 1,88%. Essa diferenca em relacdo ao grupo nao tratado pode ter ocorrido
pelo estresse causado pelos antifingicos. Entre as trés linhagens estudadas, a 121 era a que
apresentava menores valores de MIC a anfotericina B, ou seja, a amostra com maior
sensibilidade. Estudos anteriores também mostraram que tratamentos com MIC e subMIC
podem aumentar as taxas de fagocitose de C. albicans por células polimorfonucleares
(HOPE et al., 2007; TULLIO et al., 2012).

Figura 9 — Atividade fungicida de macréfagos sobre C. albicans.
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Legenda. Controle: Candida albicans cultivada na auséncia de antifingicos; ¥ MIC A: C. albicans cultivada
na presencga de ¥ da MIC de anfotericina; MIC A: C. albicans cultivada na presenca da MIC de
anfotericina; ¥4 MIC F: C. albicans cultivada na presenca de % da MIC de fluconazol; MIC F: C.
albicans cultivada na presenca da MIC de fluconazol; 1/8 MIC C: C. albicans cultivada na presenca
de 1/8 da MIC de caspofungina; *: P <0,05.

Fonte: Da autora.
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55 AVALIACAO DA INTERACAO PATOGENO-HOSPEDEIRO POR MICROSCOPIA
DE FORCA ATOMICA (AFM)

Para visualizar topograficamente a interacdo patdgeno-hospedeiro e avaliar se 0s
antifungicos poderiam alterar a topografia das células fangicas, as amostras foram analisadas
microscopicamente por forga atdmica (FIGURA 10). Nesse ensaio pode-se observar que, 0s
macrofagos aderiram na superficie das laminulas de forma planar apresentando 19,91 + 3,26
um de didmetro e 0,88 + 0,27 um de altura. Os isolados de C. albicans apresentaram em
média 4,28 £ 1,85 um de didmetro ¢ 2,53 £ 0,21 um de altura. Embora o didmetro das células
de C. albicans tenha variado de 2,5 a 6,4 um, ndo houve diferenca significativa (P > 0,05)
entre as amostras tratados com antifingico e controle. Ou seja, nenhum dos trés tratamentos

antifangicos alteram o tamanho de C. albicans.

Figura 10 - Microscopia de forca atbmica apés interagao patdgeno-hospedeiro.

Legenda: (A) Candida albicans cultiva na presenca de macréfagos; (B) C. albicans cultivada na presenca de
macrdfagos e 0,125 pg/mL (MIC) de anfotericina B; (C) C. albicans cultivada na presenca de
macrdfagos e 0,008 pg/mL (1/8 da MIC) de caspofungina; (D) C. albicans cultivada na presenca de
macrdfagos e 0,125 pg/mL (MIC) de fluconazol. As células maiores correspondem aos macréfagos,
e as menores, a C. albicans SC5314.

Fonte: Da autora.
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A interacdo patogeno-hospedeiro tambeém foi avaliada por microscopia de
fluorescéncia (FIGURA 11) e confocal (FIGURA 12). A coloragdo da quitina da parede
celular dos fungos foi realizada com branco de calcofluor (CFW) e a actina das células foi
corada por rodamina-faloidina (Invitrogen). Analisando as imagens foi possivel visualizar
0s macrofagos, a C. albicans, sua filamentagdo e o nimero de células por fagocito, o qual
apresentou uma média 4, similar aos resultados encontrados na contagem em meio agar
Sabouraud Dextrose (FIGURA 9).

Figura 11 — Microscopia de fluorescéncia mostrando a interagdo Candida-macrofago. A quitina da
parede celular dos fungos foi marcada por branco de calcofluor e a actina das células
foi corada por rodamina-faloidina.

Calcofluor

Rodamina-faloidina

Sobreposicdo

?

C. albicans fagocitada

Fonte: Da autora.
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Figura 12 — Corte transversal de microscopia confocal mostrando a interagdo Candida-macrofago.
A quitina da parede celular dos fungos foi marcada por branco de calcofluor e a actina
das células foi corada por rodamina-faloidina.

Calcofluor Faloidina Sobreposicao

CM

CM %A

CM A

CM YF

CM F

CM 1/8C

Legenda: CM: C. albicans SC5314 cultivada na presenga de macréfagos; CM Y% A: C. albicans cultivada na
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presenca de macrofagos e ¥ da MIC de anfotericina B; CM MIC A: C. albicans cultivada na
presenca de macrofagos e a MIC de anfotericina B; CM ¥ F: C. albicans cultivada na presenca
de macrofagos e % da MIC de fluconazol; CM F: C. albicans cultivada na presenca de
macréfagos e a MIC de fluconazol. CM 1/8C: C. albicans cultivada na presenga de macréfagos
e 1/8 da MIC de caspofungina.

Fonte: Da autora.

5.6 EXPRESSAO GENICA DE C. albicans

Foi avaliado se o contato de linhagens de C. albicans com os antifungicos e/ou as
células fagociticas alterava a expressdo dos genes SAP, ALS3 e HWP1. Em geral, pode-se
observar que as linhagens de C. albicans expostas as concentra¢fes subinibitorias dos
antifungicos apresentaram maiores niveis de expressao dos genes analisados (FIGURAS 13,
14 e 15).

As linhagens 121 e 221-V expostas a concentra¢fes subinibitorias de caspofungina
mostraram aumento significativo na expressdo de todos os seis genes pesquisados quando
comparadas ao controle sem exposi¢do. Os maiores niveis de expressdo génica foram
observados na linhagem 221-V, a qual foi classificada como resistente a esse antifungico (1
pg/mL), com aumento médio de 75,8 (SAP2); 32,2 (SAP4); 6,9 (SAP9); 50,4 (SAP10); 11,8
(ALS3) e 41,4 (HWP1) vezes maior quando comparados ao controle (FIGURA 14). A
linhagem 121 apresentou niveis intermediarios, bem como sua sensibilidade & caspofungina
foi intermediaria (0,125 pg/mL), com aumento médio de 7,8 (SAP2); 21,1 (SAP4); 5,4
(SAP9); 30,2 (SAP10); 7,4 (ALS3) e 11,3 (HWP1) quando comparados ao controle (FIGURA
13). A linhagem SC5314, a mais sensivel a caspofungina (0,63 pug/mL), ndo apresentou
alteracdes significativas (P > 0,05) na expressdo dos genes SAP2, SAP4, SAP9 e SAP10,
entretanto, a amostra exposta a 1/8 do MIC do antiflngico e macréfagos mostrou aumento
dos niveis de ALS3 (P < 0,01) e HWP1 (P < 0,0001) (FIGURA 15).

Candida albicans cultivada na presenca de concentragdes subinibitérias de
fluconazol aumentou os niveis de expressdo de alguns genes quando comparadas ao
controle: SAP4 (13,78) e ALS3 (7,34) na linhagem 121; SAP2 (3,86), SAP4 (1,98), SAP9
(8,54) e SAP10 (16,74) na linhagem SC5314. Além disso, amostras expostas ao antifungico
e macrdfagos mostraram niveis aumentados dos seguintes genes: SAP2 (19,41), SAP4
(20,01) e ALS3 (15,42) para linhagem 121; SAP4 (2,07) para linhagem SC5314 (FIGURA
15).
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Concentracdes subinibitorias de anfotericina também influenciaram no aumento dos
niveis de expressao de alguns genes pesquisados nas linhagens 121 e 221-V. Os isolados
expostas mostram maiores niveis de: SAP2 (5,92), SAP4 (23,74), SAP10 (6,34), ALS3
(17,68) e HWP1 (7,10) na linhagem 121; SAP2 (15,77), SAP4 (15,22), SAP9 (3,18), SAP10
(25,92), ALS3 (35,77) e HWP1 (8,25) na linhagem 221-V. O tratamento com MIC de
anfotericina diminui os niveis de expressao de SAP4 na linhagem SC5314 e de SAP9 na
linhagem 121. Resultados estes que podem estar relacionados com a atividade fungicida da
anfotericina e/ou seu mecanismo de acao em que este interage com o ergosterol, o principal
esterol da membrana plasmatica fungica, alterando a permeabilidade seletiva desta por
originar poros permeaveis a saida de agua e de pequenas moléculas essenciais a
sobrevivéncia do microrganismo, especialmente ions de potassio, aménio e fosfato (ODDS;
BROWN; GOW, 2003).

Em geral, os tratamentos com MIC néo alteraram significativamente os niveis de
expressdo génica de C. albicans. Entretanto, apds tratamentos com subMICs, estas
aumentaram significativamente sua expressdo génica. Esses resultados sdo preocupantes e
mostram que a exposic¢do de C. albicans as concentrac6es subinibitorias de antifingicos (ex.:
tratamentos profilaticos, falha terapéutica devido a parametros farmacocinéticos e/ou
farmacodinamicos, erros de dosagem ou tempo entre as doses ou, ainda, a ndo adeséo ao
tratamento) podem aumentar sua viruléncia.

A interacdo levedura-macrofago por 1 hora também alterou niveis de expressdo dos
genes estudados. C. albicans em interacdo com os macr6fagos mostrou um aumento médio
nos niveis expressao dos genes: ALS3 (5,81) na linhagem 121; SAP2 (13,85) e HWP1 (15,66)
na linhagem 221-V, e, HWP1 (10,87) na linhagem SC5314, quando comparado a amostra
controle (FIGURA 13, 14 e 15). Resultados estes, que mostram a importancia de Sap2p e
das adesinas Hwplp e Als3p na viruléncia de C. albicans, visto que os genes que codificam
essas proteinas sao regulados positivamente apés a interacdo Candida-macréfago.

De modo geral, 0s genes SAP9 e SAP10 apresentaram uma diminuicdo em seus niveis
de expressdo em todos os tratamentos apds interacdo levedura-macréfago, principalmente
SAP9 nas linhagens 121 e SC5314 e SAP10 na linhagem 221-V. Sap9p esta localizada na
membrana celular, enquanto SaplOp pode estar na membrana e parede celular. Essas
proteases sdo fundamentais em processos de adesdo celular e durante a interagdo patdégeno-
hospedeiro (ALBRECHT et al., 2006). Portanto, esses resultados podem estar associados a

adaptacdo de C. albicans na tentativa de ndo ser reconhecida pelos macrofagos, uma vez que
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Sap9p e SaplOp poderiam funcionar como padrdes de reconhecimento celular pelos
fagdcitos.

O gene SAP2, codificador da isoenzima Sap2p, foi regulado positivamente pelo
contato levedura-macrofago, sendo ou nao fagocitadas, uma vez que, nao foi possivel separar
as células de levedura que foram cultivadas na presenga de macrofagos daquelas que foram
efetivamente fagocitadas pelos macréfagos. Tavanti et al. (2006) observaram regulacdo
positiva na expressao de SAP2 em isolados orais de C. albicans apo6s fagocitose por
macrofagos diferenciados a partir de células THP-1, utilizando reacdo em cadeia de
polimerase convencional e gel de agarose.

A exposicdo de C. albicans a concentragGes subinibitorias de antifungicos regulou
positivamente a expressao de SAP2. Similar a estudos anteriores como de Copping et al.
(2005) que trataram C. albicans com azois e capofungina e observaram aumento na
expressdo de SAP2. Wu et al. (2000) também observaram aumento na secrecdo de
isoenzimas Sapp em isolados de C. albicans ap6s exposicdo a ¥ e %2 MIC de fluconazol e
regulacao positiva para SAP2. E ainda, similar a estudos do nosso grupo de pesquisa em que
C. albicans expostas a concentra¢des subinibitorias de fluconazol também mostrou aumento
na expressao de SAP2, cerca de 2 vezes maior que as amostras ndo expostas (SILVA et al.,
2015). Em outro estudo, C. albicans expostas a concentracdo de 1 pg/mL de anfotericina B
e cultivadas na presenca de soro fetal de vitelo por 3 horas, expressou 3,36 vezes mais SAP2
que o controle sem antifungico (THEBERGE et al., 2013).

SAP2 é um dos genes SAP mais comumente expressos em C. albicans e, como
observado em diversos estudos, sua expressdo independe da fagocitose ou diferenciagdo
morfolégica e pode ocorrer em células fungicas que passaram por condi¢Ges de estresse bem
como 0 contato com concentracdo subinibitérias de antifingicos, como o fluconazol
(COPPING et al., 2005; NAGLIK et al., 2003, 2008). A enzima Sap2p € capaz de hidrolisar
varias proteinas dos hospedeiro como colageno, lactoferrina salivar, e também proteinas do
sistema imune como IgA e enzimas envolvidas no burst oxidativo em macrofagos
(SCHALLER et al., 2005). Sap2p também pode inativar receptores de complemento CR3 e
CR4 em macréfagos (SVOBODA et al., 2015). Além disso, Sap2p € um imunomodulador,
capaz de induzir a producéo de interleucina-6 (IL-6), IL-1P e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) em infecgBes por C. albicans, podendo ser usado com sucesso como alvo no
desenvolvimento de vacinas contra candidiase (PIETRELLA et al., 2013; SANDINI et al.,
2011; VILANOVA et al., 2004).
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O gene SAP4 foi regulado positivamente ap0s exposicdo a concentragdes
subinibitdrias de fluconazol e caspofungina. Esta regulacéo positiva pode ser comparavel a
observada em um estudo com C. albicans expostas a concentra¢do de 1 pg/mL de
anfotericina B e cultivadas na presenca de soro fetal de vitelo por 3 horas a qual expressou
2,41 vezes mais SAP4 que o controle sem antifungico (THEBERGE et al., 2013). C. albicans
exposta a 0,25 pg/mL de fluconazol e cultivadas em meio RPMI 1640 na auséncia de soro
por 2 horas apresentaram formacao de hifas e pseudo-hifas e regulacdo positiva do gene
SAP4, com média 5,2 vezes maior que o controle (BARELLE et al., 2008).

Os genes SAP4-6 sdo estimulados durante a mudanca de C. albicans de levedura para
hifas e esses genes sdo conhecidos por contribuirem na invasdo de tecidos do hospedeiro
(THOMPSON; CARLISLE; KADOSH, 2011). A expressdo de SAP4-6 ocorre
predominantemente em hifas, as quais se apresentam em grande parte em modelos in vivo
de biofilmes (NAGLIK; CHALLACOMBE; HUBE, 2003; RICICOVA et al., 2010). Além
disso, a expressao de SAP4 ¢é fortemente regulada de forma positiva apds 1 a 3 horas em
ensaios in vitro, quando a filamentacdo de C. albicans é estimulada pela presenca de soro
(NAGLIK et al., 2008).

Os genes SAP9 e SAP10 foram regulados positivamente apds exposicdo de C.
albicans as concentracBes subinibitdrias de fluconazol (SC5314), anfotericina e
caspofungina (121 e 221-V). Similar a este estudo, a expressao de SAP9 foi aumentada apds
tratamento com azois e caspofungina (COPPING et al., 2005). Em um estudo de proteoma
de parede celular de C. albicans, foi observado um aumento relativo de Sap9p apds
exposicdo ao fluconazol (SORGO et al., 2011). Outro estudo mostrou que linhagens
resistentes ao fluconazol aumentam a expressao de SAP10 (XU et al., 2005). O contato
levedura-macrofago nédo alterou significativamente a expressdo desses dois genes.

Sap9p estd localizada na membrana celular, enquanto SaplOp pode estar na
membrana e parede celular. Essas proteases sdao fundamentais em processos de adeséo
celular e durante a interacdo patdgeno-hospedeiro (ALBRECHT et al., 2006). Quando
deletado o gene SAP9, ha a reducéo da formacdo de hifas verdadeiras, comparado a linhagem
selvagem (STANISZEWSKA et al., 2014). Mutantes nulos, com delecdo de SAP9 e SAP10,
apresentam dano celular reduzido em seu hospedeiro e adesdo diminuida em infecgdes orais
experimentais (ALBRECHT et al., 2006; STANISZEWSKA et al., 2015). Além disso, SAP9
é fundamental para o reconhecimento e a morte eficientes de C. albicans por neutréfilos
humanos (HORNBACH et al., 2009).
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Als3p é uma adesina, que semelhante a Sap9p e SaplOp, estd ligada a
glicosilfosfatidilinositol (GPI) e medeia a adesdo a numerosos tipos de células e substratos
hospedeiros (NAGLIK et al., 2011; PHAN et al., 2007; SCHILD et al., 2011). A expressao
do gene ALS3 é regulada positivamente durante a infeccdo de células epiteliais orais in vitro
e pode ser detectada in vivo durante infec¢Oes vaginais de C. albicans (CHENG et al., 2005;
WACHTLER et al., 2011). Ambos os estudos, demonstraram um papel direto da Als3p
como uma adesina. Além disso, Phan et al. (2007) descobriram que Als3p é invasina, ou
seja, uma proteina requerida no processo de invasdo celular. Esta proteina se liga as caderinas
de células endoteliais e células epiteliais orais, e estas ligacbes induzem as células do
hospedeiro a endocitar o fungo. A linhagem 121 apresentou um aumento na expressao de
ALS3 apos contato levedura-macrofago, mostrando que essa adesina também pode ser
regulada pelo contato com fagdcitos. Além disso, amostras expostas a concentracdes
subinibitorias de anfotericina, caspofungina e fluconazol foram reguladas positivamente na
expressdo de ALS3. Linhagens resistentes ao fluconazol tendem ao expressar maiores niveis
de ALS3 que linhagens susceptiveis (HOSSEINI et al., 2019). Em um estudo com isolados
de candidiase vaginal, 77,2% dos isolados expressaram ALS3, as quais eram resistentes ao
fluconazol (ROUDBARMOHAMMADI et al., 2016). Outro estudo mostrou que exposicéo
de C. albicans a anfotericina pode aumentar a expressdo de ALS3 e HWP1 (LU et al., 2019).
Entretanto, C. albicans cultivada em meio Sabouraud e uma dose alta de anfotericina (5
pg/mL) pode diminuir a expressdo dos genes HWP1, SAP1, SAP2, SAP3, SAP9 e SAP10
(BENZAID et al., 2019). O que mostra que 0 meio de cultura e a dose de antifingicos podem
influenciar para aumento ou diminuicao da expressdo desses genes.

Corroborando com os resultados aqui apresentados, em relacdo a influéncia do
fluconazol na expressdo de HWP1, um estudo utilizando RT-PCR mostrou que a diminui¢do
da dose a concentragdes subinibitorias aumenta a expressao de HWP1 (KHODAVANDI et
al., 2011). Em relacédo ao contato levedura-macrofago, este aumentou significativamente os
niveis de expressdao de HWP1 nas linhagens 221-V e SC5314. Resultado que pode ser
comparado ao estudo de ORSI et al., 2014, no qual C. albicans aumentou significativamente
os niveis de MRNA de HWP1 apds serem expostos as células da micréglia, que sdo células
imunitarias neuronais. A proteina Hwplp também estd ligada ao glicosilfosfatidilinositol
(GPI) na parede celular de formas filamentosas (DE GROOT et al., 2013; MARTIN et al.,
2011; STAAB et al., 1999). O gene HWP1 é importante para o desenvolvimento de hifas,

na adesdo de levedura em células epiteliais do hospedeiro e no crescimento de biofilmes
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(NAILIS et al., 2010; ORSI et al., 2014). E de acordo com os resultados aqui apresentados,
este gene também € uma importante adesina na interacdo Candida-macrofagos e pode ser
regulado positivamente pelo tratamento com antifingicos, principalmente pela anfotericina,
que é fungicida e prejudica ou impede a filamentacdo (OLIVER, 2016; THEBERGE et al.,
2013).

Até o presente momento ndo foram encontrados artigos cientificos publicados sobre
a influéncia da caspofungina na expressdo de SAP4, SAP10, ALS3 e HWP1, e a influéncia
de anfotericina na expressao de SAP9 e SAP10.

Todas as variagdes nos niveis de expressdo génica citados anteriormente foram feitas
a partir das analises por CT comparativo utilizando a amostra controle sem exposi¢do a
antifangicos e macro6fagos. Com o objetivo de explorar mais os dados obtidos, foram feitas
outras andlises utilizando as amostras CM como controle para as amostras que foram
cultivadas em contato com macréfagos e antifngicos (FIGURA 16). De acordo com o0s
resultados apresentados nessa figura, a exposicdo de antifungicos mais o contato com
macrofagos foi significativamente diferente (P < 0,05) pelo uso de fluconazol (SAP2, SAP4,
SAP10, ALS3 e HWP1) e da caspofungina (ALS3 e HWP1). Os desvios padrdes observados
nessa analise sdo maiores quando comparados aos das Figuras 13, 14 e 15.

Com relagéo a escolha do meio de cultura utilizado para o cultivo de C. albicans
exposta aos MICs ou concentragdes subinibitorias, foram testados 3 meios diferentes. Ainda
que fossem utilizadas concentracdes subinibitorias de 1/8 MIC da caspofungina, no meio
Yeast carbon base-bovine serum albumin (YCB-BSA) houve inibicdo igual ou maior a 99%
(dados ndo mostrados), inviabilizando os ensaios de interagdo e extracdo de RNA por ndo
gerar células suficientes. O cultivo em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
também ndo foi satisfatorio, pois apds 18-24h de crescimento as células apresentavam-se
com morfologia predominante de hifas e pseudohifas o que dificultava ou inviabilizava a
contagem e interacdo com os fagocitos. Desse modo, avaliou-se 0 uso do meio YPD para
cultivo da levedura com exposicdo de antifingicos ou ndo. Esse meio de cultura € muito
utilizado em trabalhos de expressdo génica de C. albicans e/ou interacdo patdgeno-
hospedeiro (GREEN et al., 2005; NAGLIK et al., 2008; ZAWROTNIAK et al., 2017).
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Figura 16 — Expressao génica de SAP2, SAP4, SAP9, SAP10, ALS3 e HWP1 em C. albicans apds
exposicdo a antiflngicos e contato com macrofagos, utilizando a amostra Candida em

contato com macrdfagos (CM) como o controle na analise por CT comparativo.
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MIC de caspofungina. *<0,05; **<0,01; ***<0,001.
Fonte: Da autora.
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6 CONCLUSOES

Todas as oito linhagens de C. albicans citadas nesse trabalho foram testadas quanto
a sensibilidade aos antifungicos anfotericina B, caspofungina e fluconazol e foram
classificadas como sensiveis, com exce¢do da 221-V que foi considerada resistente a
caspofungina.

O estudo metabolomico realizado em parceria com a Universita di Bologna
possibilitou a quantificacdo de 66 metabdlitos de C. albicans, os quais estdo envolvidos
principalmente no ciclo do acido tricarboxilico (TCA), na glicélise, na gliconeogénese, no
metabolismo de aminodcidos, lipideos e &cidos nucléicos. Ademais, alguns desses
metabolitos estdo relacionados a viruléncia flngica, tais como: aspartato, treonina, glicerol,
arabitol, trehalose, acetona, acetato, piruvato e outros.

Os resultados de expressdo génica de C. albicans mostram que a interacdo levedura-
macrofago e a exposi¢do a antifingicos podem regular positivamente a expressdo dos genes
SAP2, SAP4, SAP9, SAP10, ALS3 e HWPL1, principalmente ap0s exposicdo a concentracdes
subinibitorias de antifingicos. Esses resultados sdo preocupantes por mostrarem que as
concentracdes subinibitdrias de antifingicos podem aumentar a viruléncia de C. albicans.
Essas concentra¢Oes podem ser utilizadas como tratamento sistémico empirico ou profilatico
para pacientes com fatores de risco para candidiase invasiva, bem como, podem ocorrer em
falha terapéutica devido a parametros farmacocinéticos e/ou farmacodinamicos, erros de
dosagem ou tempo entre as doses ou, ainda, a ndo adesdo ao tratamento. Além disso,
compreender a expressao desses genes e metabdlitos utilizados na patogénese fungica podem

auxiliar na pesquisa e desenvolvimento de novos tratamentos ou farmacos para candidiase.
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