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RESUMO

As infeccBes fungicas se tornaram um grande problema de salde publica, especialmente em
ambientes hospitalares. Candida spp. sdo os principais patdégenos em infeccdes fangicas
invasivas. A producdo de aspartato proteases secretadas (Sapp) por Candida spp. pode estar
relacionado com o aumento do ndmero de infeccdes e resisténcia aos medicamentos. A
producdo de proteases é codificada por uma familia de 10 genes SAP1-10, sendo SAP2 o gene
mais comumente expresso em Candida albicans. A expressdo de SAP4 esta associada a
producdo de enzimas Sap4p e formacdo de hifas que podem contribuir para a invaséo dos
tecidos hospedeiros e destruicdo de macréfagos em processos infecciosos. Este trabalho avaliou
a expressdo dos genes SAP2 e SAP4 em C. albicans ATCC 10231 cultivadas na presencga ou
auséncia de macrofagos e expostas a concentrac6es subinibitorias de fluconazol e anfotericina
B. Candida albicans foi cultivada em &gar Sabouraud Dextrose a 37°C por 24 h, e
posteriormente em caldo carbono levedura base enriquecido com soro-albumina bovina (YCB-
BSA), e na auséncia ou presenca de concentra¢@es subinibitdrias de fluconazol e anfotericina
B. A linhagem celular monocitica humana de origem leucemia (THP-1) foi cultivada em meio
RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, penicilina (100 U/ml) e
estreptomicina (100 pg/ml) a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO> durante 10 dias. Para a indugao
da diferenciagdo das células, 10° mondcitos foram cultivados em meio RPMI-1640
suplementado e forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) 100 nM durante 48 h. Foram utilizadas
amostras de 5x10° C. albicans cultivadas na presenca ou auséncia de 10° macréfagos e expostas
ou ndo a concentracdes subinibitorias de antifungicos. A amostras foram cultivadas em placas
de cultura celular com 6 pocos por 1 h a 37 °C, sob atmosfera de 5% de CO2. O RNA total foi
extraido das amostras utilizando o reagente TRIzol®, apds a purificagdo do RNA com DNase
I, este foi convertido em cDNA, e, em seguida, a quantificacdo do gene SAP4 foi realizada por
Reacdo em Cadeia de Polimerase quantitativa (qPCR) utilizando ACT1 como gene
normalizador. Candida albicans cultivada na presenca de macré6fagos apresentou regulacdo
positiva na expressdo de SAP2 e SAP4 (p < 0,01), respectivamente, na ordem de 4,83 e 10,34
vezes maior se comparada com amostras da levedura cultivada sem contato com macréfagos.
E ainda, a exposicdo de C. albicans a concentracdes subinibitorias de fluconazol aumentou a
expressao de SAP2 e diminuiu a expressdo de SAP4, ja a exposicdo da levedura a concentracfes
subinibitorias de anfotericina B diminuiu a expressdo de SAP2 e SAP4. Os genes SAP2 e SAP4
sdo relacionados como fatores de viruléncia de C. albicans e sua expressdo pode ser regulada
pelo contato com fagdcitos ou exposicdo a antifungicos. Portanto, compreender a expressao
desses genes na patogénese fungica pode ajudar na pesquisa e desenvolvimento de novos
medicamentos para o tratamento da candidiase, contribuindo assim para a reducgéo da incidéncia
de morbidade e mortalidade associada a infec¢des fungicas.

Palavras-chave: Candida spp.. SAP2. SAP4. Fluconazol. Anfotericina B. Fagocitos.



ABSTRACT

Fungal infections have become a major public health problem especially in hospital settings.
Candida spp. are considered the main pathogen in invasive fungal infections. The production
of secreted aspartic proteinases (Sapp) by Candida spp. can be related to the increase in the
number of infections and drug resistance. The production of proteinases is encoded by a family
of 10 genes known as SAP1-10, of which, SAP2 is the most commonly expressed gene in
Candida albicans. The expression of SAP4-6 is associated to the production of Sap4-6p
enzymes and hyphae formation which can contribute to the invasion of host tissues and
destruction of macrophages during infectious processes. This study evaluates SAP2 and SAP4
gene expression in C. albicans ATCC 10231 grown in the presence or absence of macrophages
and exposed to subinibitory concentrations of fluconazole and amphotericin B. C. albicans was
grown in Sabouraud Dextrose Agar for 24 h at 37°C and after in yeast carbon base more 0.2%
bovine serum albumin (YCB-BSA) in the absence or presence of subinibitory concentrations
of Fluconazole and Amphotericin B. The human monocytic leukemia cell line (THP-1) was
grown in RPMI-1640 Medium supplemented with 10% fetal bovine serum, penicillin
(100U/ml) and streptomycin (100pg/ml) at 37 °C and atmosphere of 5% CO> during 10 days.
For the induction of cell differentiation, 10° cells were seeded in RPMI-1640 medium
supplemented and phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) 100 nM for 48 h. The samples of
5x10° C. albicans were cultured in the presence or absence of 10® macrophages and these was
exposed or not to subinibitory concentrations of antifungals. All samples were incubated in
culture test plates with 6 flat-botton wells for 1 h at 37 °C and atmosphere of 5% CO,. Total
RNA was extracted from the samples using TRIzol® reagent, after RNA purification with
DNasel it was converted to cDNA, and then, the relative quantification of the SAP4 gene was
performed by Real-Time Polymerase Chain Reaction (QPCR) using ACT1 gene as normalizing
endogenous gene. Candida albicans grown in the presence of macrophages showed
upregulation in the expression of SAP2 and SAP4 (p < 0.01), respectively, in the order of 4.83
and 10.34 fold higher as compared to yeast samples grown without contact with macrophages.
Concerning exposure to antifungal agents, C. albicans exposed to subinhibitory concentrations
of amphotericin B showed downregulation in expression of SAP2 and SAP4. However, the
yeast's exposure to subinhibitory concentrations of fluconazole caused upregulation in SAP2
expression and downregulation in SAP4 expression. SAP2 and SAP4 genes are related to
virulence factors of C. albicans and its expression can be regulated by contact with phagocytes
or exposure to antifungals. Therefore, understanding the expression of these genes in fungal
pathogenesis may aid in research and development of new drugs for treating candidiasis, thus
contributing to reducing the incidence of morbidity and mortality associated with fungal
infections.

Keywords: Candida spp.. SAP2. SAP4. Fluconazole. Amphotericin B. Phagocytes.



Figural —

Figura2 —

Figura 3 —

Figura4 —

Figura5 —

Figura6 —

Figura7 —

Figura 8 —

LISTA DE FIGURAS
CaAMAra de NEUDQUET ........ooeeeeeeeeeeee e, 25

Porcentagem média + desvio padrdo de células monociticas suspensas no meio de

cultura e de macrofagos aderidos na placa apos diferenciacdo com PMA por 48

Macrofagos aderidos em laminulas de vidro apos diferenciagdo com PMA por 48

horas e corados pelos corantes May Grunwald-Giemsa...........ccccceeviveresiieseennnns 38

Microscopia 6ptica de C. albicans cultivadas na presenca de macrofagos apos
ensaio de fagocitose a 37°C e atmosfera de 5% de CO2 por 30 minutos ou 1 hora,
laminas coradas pelos corantes May Grunwald-Giemsa e visualizados em

microscopio Optico na objetiva de em microscopia optica 100X...........ccccvevennen. 40

Porcentagem média e desvio padrdo da filamentacdo de Candida albicans apds

cultivo na auséncia ou presenca de macréfagos e exposicao a antifingicos......... 41

Microscopia dptica de C. albicans cultivadas na presenca ou auséncia macrofagos
e expostas ou ndo a antifungicos apds incubacdo a 37°C e atmosfera de 5% de
COz por 1 hora, visualizados na em placa de cultivo com RPMI 1640
suplementado e microscopio Optico invertido na objetiva de 40X..........ccccccvveneee. 42

Expresséo diferencial do gene SAP2 em Candida albicans cultivada na presenca
ou auséncia macrofagos e expostas ou ndo a antiflngicos, incubadas a 37°C, sob
atmosfera de 5% de CO2POr L NOTA.......ccouvieieieiie i 45

Expressdo diferencial do gene SAP4 em Candida albicans cultivada na presenca
ou auséncia macréfagos e expostas ou ndo a antiflngicos, incubadas a 37°C, sob
atmosfera de 5% de CO2POr L NOTA........coviiiiiiiiii e 47

Quadro 1 — Sequéncia de primers e sondas das SAP2, SAP4 e ACT1 para analise em qPCR..34



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Concentragéo inibitoria (ICso e 1Cg0) da linhagem padréo de C. albicans ATCC

10231 e sua classificacdo quanto a sensibilidade aos antifingicos testados..........



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACT1 — gene da actina.

ATCC — American tissue culture collection.

ATP — adenosina trifosfato.

cDNA — &cido desoxirribonucleico complementar.
CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute
DO — densidade dptica.

DNA — &cido desoxirribonucleico.

dNTP’s — desoxirribonucleotideos fosfatados.

DTT — ditiotreitol.

ERG — gene ergosterol.

EUCAST  — European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing.
GPI — glicosilfosfatidilinositol.

IC — concentracao inibitdria.

MIC — concentracao inibitéria minima.

M-MLV RT - Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase

PBS — tampéo fosfato-salino.

PMA — forbol-12-miristato-13-acetato.

gPCR — reacdo em cadeia da polimerase quantitativa.
RNA — &cido ribonucleico.

SAP — gene aspartato protease secretada.

Sapp — aspartato protease secretada.

SFB — soro fetal bovino.

YCB-BSA  —caldo carbono levedura base enriquecido com soro-albumina bovina.



2.1
2.2
2.3
2.4

2.4

2.1

2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5

351
3.5.2
3.5.3
3.54
355

3.5.6

3.6

3.7

SUMARIO

INTRODUGAO. ...ttt es s ses ettt 13
REVISAO DE LITERATURA ......oooeeeeeee et eees s aasessansasenes 15
Candida spp. E INFECCOES OPORTUNISTAS ....ceveeeeeeesereeesresesseesseesssessssssn 15
FATORES ASSOCIADOS A VIRULENCIA DE Candida Spp. .....ccccovvvrveerenrinnees 16
ASPARTATO PROTEASES SECRETADAS DE Candida Spp. ....cccocervereerverieneenn 16
FAGOCITOS ...ttt 18
ANTIFUNGICOS E RESISTENCIA FUNGICA ......coooiviiriiineineeiseississsssssssens 18
OBUIETIVOS ...ttt sttt r e an e ne e 22
OBUIETIVO GERAL ...ttt ettt nnee e nnae e e as 22
OBJETIVOS ESPECIFICOS .....viuiriiiieieieississ et 22
MATERIAL E METODOS .....oooviviveieeeeeiese e sesissessesssss s ssses s s ssssessesssnsns 23
LINHAGENS FUNGICA E CELULAR .......oooveceeteeeeeteetesee s senaenens 23
CULTIVO DE Candida albICans ...........cccuriiiiiiieiieie e 23
DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA (IC) w...ovveveeeeeeees 23
CULTIVO DE CELULAS FAGOCITICAS ......cooiiriininerese e 24
PADRONIZACAO E AVALIACAO DOS ENSAIOS DE DIFERENCIACAO E

FAGOCITOSE.......coeeeeet ettt in e ne e 25
ENsaio de diferenCiagao ...........ccueiveiiiieiice e 26
Estimativa de adesdo de macrofagos na placa de cultivo celular ........................... 26
ENSAI0 0 TAJOCITOSE .....c.viiiiiciicieie bbb 26
Avaliacéo da fagocitose pelo método de coloracdo May Grunwald-Giemsa......... 27
Porcentagem de filamentagao ...........cccoiiiiiiiiiiei e 27

Atividade fungicida de macrdéfagos por plagueamento em profundidade em agar

SADOUTAUD DBXEIOSE .. ooiieeeeteeee ettt et et e e e e e et et e eeseeeeesee et aereseesseesstsrerereeeseeensranns 28
DIFERENCIACAQO DE CELULAS FAGOCITICAS ......covveeeeeeeeeeeeeeeverevsierienes 29
ENSAIO DE FAGOCITOSE ..ot e oot es e es e 30



3.8
3.9
3.10
3.11
3.12
3.121

3.13

4.1

4.2

4.3

4.4
4.5
451

45.2

EXTRACAO DE RNA ...ttt ese ettt sas et 31

TRATAMENTO DO RNA COM DNASE | .....oovverveeerreeieeiesesseesesssssesies s 32
QUANTIFICACAO DE RNA ......ooveieeeieeeeeoesiessesiessesssessessessssssossess s 32
REACAO DE TRANSCRICAO REVERSA (SINTESE DE cDNA).......ccccovvvrreneene. 32
REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE QUANTITATIVA .....coccovvvvvenrenrnneene. 33
Anélise e interpretacao dos resultados da gPCR...........cccovvieiieieiese v 34
ANALISE ESTATISTICA ..ottt 35
RESULTADOS E DISCUSSAOQ..........ociereereeieeeieieeiessesssessiesssssssses s ssssss s, 36

DETERMINACAO DO PERFIL DE SENSIBILIDADE DA LINHAGEM PADRAO
DE C. albicans ATCC 10231 AOS ANTIFUNGICOS FLUCONAZOL E

ANFOTERICINA B ..ot 36
DIFERENCIAGCAO E ADESAO DOS MACROFAGOS.........vverererirerereeeesneernens 37
AVALIAQ@ES DA FAGOCITOSE E ATIVIDADE FUNGICIDA DE

MACROFAGOS. ...ttt ettt sbe et e e be e enbeenaee e 38
QUANTIFICAQOES DE RNAECDNA ...t 43
REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE QUANTITATIVA ......coooeveeeveieenens 44
Expressdo do gene SAP2 em linhagem padrao de C. albicans ATCC 10231......... 44
Expresséao do gene SAP4 em linhagem padréo de C. albicans ATCC 10231......... 46
CONCLUSOES .....coouiiteireiieeieesseisseses et 50

REFERENCIAS ... oo oot e et e et e e e et s e e e e et e e e e s e e eae e e s en s 51



13

1 INTRODUCAO

As doencas fungicas sdo um importante problema de satde publica (WILSON et al.,
2002). A incidéncia de infeccdes fungicas tem aumentado expressivamente especialmente em
individuos imunocomprometidos (CORNISTEIN et al., 2013; PROCOP; ROBERTS, 2004;
SARDI et al., 2013). As espécies do género Candida spp. sdo as mais frequentes em infeccGes
fangicas invasivas correspondendo a cerca de 70% a 80% destas em ambiente hospitalar
(COLOMBO; GUIMARAES, 2003; MONTEIRO et al., 2011; PFALLER; PAPPAS;
WINGARD, 2006). Candida spp. ocupam o quarto lugar dentre os patdgenos mais
frequentemente isolados em hemoculturas de pacientes com infecgGes hospitalares no Brasil,
sendo que Candida albicans é a espécie mais comumente isolada, com indices de 34,3% a
66,6% dos casos (ALMEIDA et al., 2013; COLOMBO et al., 2006, 2013a; MARRA et al.,
2011).

As espécies de Candida spp. podem ser comensais, vivendo em equilibrio com a
microbiota do hospedeiro sem causar-lhe nenhum dano, ou patogénicas. Alteracdes na
imunidade do hospedeiro, lesdes de pele ou variages da microbiota causadas por antibidticos
podem mudar o estado de comensalismo para patogenicidade (HA et al., 2011; PIROFSKI;
CASADEVALL, 2009). Candida albicans pode provocar doencas como aftas, vaginite e
infeccdes invasivas principalmente em pacientes imunocomprometidos (XU; CHEN; LI, 2008).

A imunidade protetora contra fungos patogénicos abrange as respostas inata e adaptativa
gue envolvem diversas moléculas e células das quais destacam-se as células fagociticas como
neutréfilos e macr6fagos que sdo importantes fatores na defesa do hospedeiro contra infec¢des
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 antifingicos
para inibir o crescimento de C. albicans (VOLMER; SZPILMAN; CARREIRA, 2010)

A anfotericina B e o fluconazol sdo dois antifingicos amplamente utilizados para o
tratamento de infec¢des fungicas sistémicas (KLEPSER, 2011). Entretanto, linhagens de
Candida spp. tém se mostrado resistentes a alguns antifungicos, e essa resisténcia pode estar
naturalmente presente ou ser adquirida com as influéncias ambientais, tais como contato de
linhagens com concentracgdes subinibitorias de antifungicos (PFALLER, 2012; SILVA et al.,
2012).

Tratamentos profilaticos com antiflngicos, 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
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longos periodos de tempo e este € 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 possuem importantes fatores de viruléncia, os quais
incluem a capacidade de adesdo as células hospedeiras, alteracdes fenotipicas e morfologicas,
formacéo de biofilmes e a capacidade para produzir e secretar enzimas hidroliticas (SILVA et
al., 2012). Dentre estas enzimas destacam-se as proteases asparticas secretadas (Sapp) que
degradam proteinas do hospedeiro, inclusive do sistema imune, e cuja producdo esta associada
aexpressao dos genes SAP (NAGLIK etal., 2004). Linhagens de Candida spp. ndo patogénicas,
em geral, expressam menos genes SAP (SILVA; NERY; DIAS, 2014; WHITE; AGABIAN,
1995). E ainda, isolados de Candida spp. resistentes aos antifingicos tendem a secretar mais
Sapp do que os isolados sensiveis. Sendo assim, faz-se importante o estudo e comparacao entre
a expressdo de SAP e o perfil de sensibilidade dos isolados (SILVA; NERY; DIAS, 2014).



15

2 REVISAO DE LITERATURA

A seguir é descrita uma breve revisdo de literatura sobre os principais temas dessa
dissertacdo, que sdo: Candida spp. e infecgcdes oportunistas, fatores associados a viruléncia de

Candida spp., Sapp de Candida spp., fagdcitos, antiflingicos e resisténcia fungica.

2.1 Candida spp. E INFECCOES OPORTUNISTAS

Candida spp. € um fungo que pode apresentar-se sob a forma leveduriforme ou
filamentosa (hifas ou pseudo-hifas), e por isso algumas espécies como C. albicans podem ser
classificadas como fungos polimérficos (KURZAI et al., 2005; MAYER; WILSON; HUBE,
2013; VILLAR; KASHLEVA; DONGARI-BAGTZOGLOU, 2004).

A forma de levedura possibilita o rapido deslocamento através de superficies mucosas,
fluidos corporais e corrente sanguinea. Em contraste, as hifas permitem a adesao, a formacéo
de biofilmes, a evasdo e lise de macrofagos e neutrofilos, a invasdo das camadas de células
epiteliais e outros tecidos do hospedeiro (THOMPSON; CARLISLE; KADOSH, 2011).

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

As infeccBes por Candida spp. predominam dentre as infecgdes flngicas oportunistas
em todo o mundo. Candida albicans é o principal agente de candidemia invasiva seguida por
outras espécies de Candida ndo-albicans (CORNISTEIN et al., 2013; PFALLER; DIEKEMA,
2007).

A candidiase € uma doenca infecciosa causada por Candida spp. que pode acometer
varias partes do corpo humano, como pele, mucosa orofaringea, mucosa genital, dentre outras
partes. A candidemia ou candidiase invasiva disseminada € uma infeccdo mais grave resultante
da presenca do patdgeno na corrente sanguinea (PAPPAS et al., 2004).

A candidemia esta associada a altos indices de mortalidade e com o aumento dos custos
com cuidados e duracdo da hospitalizagdo (MORGAN et al., 2005; WILSON et al., 2002). Em
uma pesquisa em 11 hospitais brasileiros com 712 casos de candidemia, foi observada uma

incidéncia global de 2,49 casos por 1.000 admiss6es. A mortalidade bruta de 30 dias foi de
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54%. A C. albicans foi a espécie mais comum (40,9%), seguido por C. tropicalis (20,9%) e C.
parapsilosis (20,5%) (COLOMBO et al., 2006).

Em uma analise epidemiologica em hospitais brasileiros com 2.563 casos de infeccdes
da corrente sanguinea, 148 casos (6,1%) foram por fungos, dos quais 137 (92,6%)
foram Candida spp. (MARRA et al., 2011). Em um estudo semelhante, entre 4.363 casos de
infeccdo da corrente sanguinea, 300 foram causados por Candida spp. (6,9%). Com taxas de
incidéncia em hospitais publicos de 2,42 episodios por 1.000 admissées (COLOMBO et al.,
2013a).

De modo geral, o desenvolvimento e a evolucdo 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).

2.2 FATORES ASSOCIADOS A VIRULENCIA DE Candida spp.

Algumas espécies de Candida spp. podem apresentar importantes fatores associados a
viruléncia, os quais incluem a capacidade de adesdo as células hospedeiras, alteracdes
fenotipicas e morfoldgicas, formacdo de biofilmes, capacidade de resistir ao peroxido de
hidrogénio e derivados e a capacidade de produzir e secretar enzimas hidroliticas que danificam
tecidos como proteases, fosfolipases e hemolisinas (SILVA et al., 2012).

Em C. albicans, a forma de levedura tem papel fundamental na viruléncia possibilitando
a adesdo as células hospedeiras, a disseminacdo na corrente sanguinea e a formacdo de
biofilmes (KADOSH, 2013). Enquanto que, a mudanca morfolégica da levedura para hifas é
um fator de viruléncia essencial para a invasdo dos tecidos, evasdo imune, formacdo de
biofilmes e lise de células epiteliais, endoteliais e de macr6fagos (GOW; BROWN; ODDS,
2002; KADOSH, 2013).

Outro fator associado a viruléncia de C. albicans é a expressdo de genes SAP com
consequente producédo de enzimas Sapp. Esta producdo pode ser influenciada pelas condicoes
ambientais ou experimentais, tais como mudancas de pH e da composi¢do do meio de cultura,
que podem causar estresse fisiologico na levedura e favorecer a produgdo de Sapp (SILVA,
NERY:; DIAS, 2014; WHITE; AGABIAN, 1995).

2.3 ASPARTATO PROTEASES SECRETADAS DE Candida spp.
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Existe uma familia de 10 diferentes genes aspartato proteases secretadas (SAP1-
10) em C. albicans, os quais sdo responsaveis pela produgdo das enzimas Sapp: Saplp, Sap2p,
Sap3p, Sap4p, Sap5p, Sapbp, Sap7p, Sap8p, Sap9p e SaplOp, que podem estar ancoradas a
parede celular do fungo ou livres no meio extracelular. Estudos apontam que as Sap1-8p sdo
secretadas extracelularmente, enquanto que, a Sap9p e a SaplOp estdo ligadas a superficie
celular fangica 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 Sap possuem ampla especificidade de substrato e podem degradar uma
variedade de proteinas humanas, como albumina, hemoglobina, queratina, coldgeno, laminina,
fibronectina, mucina e quase todas as imunoglobulinas, inclusive a Imunoglobulina A, que é
resistente a maioria das proteinases bacterianas. Basicamente, a funcédo dessas enzimas é digerir
proteinas disponiveis para fornecer nitrogénio e promover a sobrevivéncia das células fangicas.
Entretanto, também estdo relacionadas a viruléncia, pois elas acabam por degradar proteinas
estruturais e do sistema imunolégico do hospedeiro (HUBE; NAGLIK, 2001).

A expressao de genes SAP pode ser diferencialmente regulada. A expressao de SAP1-3
esta ligada as alteracBes fenotipicas nas linhagens, aderéncia e infec¢cdes de mucosa. As Sapl-
6p sdo conhecidas por hidrolisar proteinas do hospedeiro e causar danos teciduais (NAGLIK et
al., 2004).

O gene SAP2 é 0 mais expresso in vivo e Sap2p € a principal enzima secretada in vitro
(NAGLIK et al., 2004). Sap2p hidrolisa vérias proteinas dos hospedeiro como colageno,
lactoferrina salivar, e também proteinas do sistema imune como IgA e enzimas envolvidas no
burst oxidativo em macré6fagos (SCHALLER et al., 2005). Além disso, Sap2p pode induzir
modulacdo imune, visto que foi utilizada com sucesso como um imundgeno na reducdo de
candidiase de mucosas em modelos animais (VILANOVA et al., 2004).

Sabe-se que o0s genes SAP4-6 sdo predominantemente expressos em hifas, sendo
estimulados durante a mudanca de C. albicans de levedura para hifas, contribuindo na invasédo
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 na

superficie de células epiteliais, incluindo queratindcitos, e, desta forma, podem ser
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internalizadas por lisossomos, alterando parcialmente a permeabilidade das membranas

lisossomais desencadeando a apoptose através da ativacdo de caspases (WU et al., 2013).

2.4 FAGOCITOS

Candida albicans pode provocar doengas como aftas, vaginite e infecgfes invasivas em
pacientes imunocomprometidos (XU; CHEN; LI, 2008). A imunidade protetora contra fungos
patogénicos abrange as respostas inata e adaptativa, que envolvem diversas moléculas e células
das quais destacam-se as ceélulas fagociticas como neutréfilos e macréfagos, que sdo
importantes na defesa do hospedeiro contra infecgdes por Candida spp. (HA et al., 2011;
KAUR; MA; CORMACK, 2007). Os fagocitos reconhecem e ingerem leveduras, e
posteriormente, eles podem liberam interleucinas e fator de necrose tumoral, os quais ativam
resposta celular Thl, por sua vez, em casos de infec¢des sistémicas, as células Thl liberam
interferon-y que ativa propriedades antifingicas de macrofagos e neutrofilos (DE ROSSI et al.,
2011; PIROFSKI; CASADEVALL, 2009; STANISZEWSKA et al., 2012).

Os mondcitos estdo presentes na corrente sanguinea periférica e, em processos
inflamatorios, podem migrar até os tecidos inflamados e diferenciarem-se em macrofagos. Estas
células tém importante papel na remocéo de células apoptéticas e na eliminacdo de compostos
toxicos e de microrganismos invasores (AUFFRAY; SIEWEKE; GEISSMANN, 2009). Os
macrofagos sdo células imunocompetentes que podem regular a resposta imunolégica a
C. albicans e agir como células efetoras na eliminacéo dessa levedura (VAZQUEZ-TORRES;
BALISH, 1997).

A células monociticas humanas de origem leucémicas THP-1 proporcionam um modelo
competente in vitro de mondcitos e macrofagos durante a interacdo com células fangicas.
Estudos anteriores utilizaram células THP-1 em ensaios de fagocitose de células fangicas e
expressédo génica do hospedeiro em contato com C. albicans (BARKER; LI1U; ROGERS, 2005;
MARR et al., 2001; TAVANTI et al., 2006).

Entretanto, quando o sistema imune ndo € capaz de impedir a evolugdo de infeccdes
fangicas é necessario o uso de antiflngicos para inibir o crescimento de C. albicans (VOLMER;
SZPILMAN; CARREIRA, 2010).

2.4 ANTIFUNGICOS E RESISTENCIA FUNGICA
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Os antifungicos inibem o crescimento ou destroem os fungos patogénicos. Entretanto
algumas linhagens de Candida spp. tém se mostrado resistentes a alguns antifingicos, e essa
resisténcia pode estar naturalmente presente ou ser adquirida devido influéncias ambientais,
podendo levar a colonizacdo ou a substituicdo de uma espécie sensivel por uma resistente
(PFALLER, 2012).

O meio ambiente do fungo pode mudar a medida que este coloniza e espalha-se dentro
de um hospedeiro ou devido a medicacdo administrada ao hospedeiro humano. Mudancas
ambientais tais como: alteracbes de temperatura, pH, osmolaridade e presenca de
medicamentos, podem causar estresse fisiologico nas células fungicas e, em resposta, selecionar
aquelas mais adaptadas ao ambiente hostil (CANNON et al., 2009).

Os polienos (anfotericina B) e os azois (fluconazol) sdo duas classes de agentes
antifangicos amplamente utilizados para o tratamento de infeccBes fungicas sistémicas
(KLEPSER, 2011). Estudos epidemiol6gicos mostram que o fluconazol é o antifingico mais
utilizado em candidemias, com indices que variam de 67,7% a 71,9% dos casos, seguido pela
casponfugina e anfotericina B com indices de 38,1% e 17,7% dos casos, respectivamente
(CORNISTEIN et al., 2013; HORN et al., 2009).

O fluconazol é um antifungico triazélico, descoberto na década de 1980, seguro e eficaz
no tratamento de candidiase disseminada (MINNEBRUGGEN et al., 2010; SPELLBERG;
FILLER; EDWARDS, 2006).

O mecanismo de acdo dos azois estd na sua ligacdo e consequente inibicdo da enzima
lanosterol 14-a-esterol-desmetilase, a qual estd envolvida na conversdao de lanosterol em
ergosterol, resultando numa maior permeabilidade da membrana e na inibigdo do crescimento
e reproducéo celular (HA et al., 2011; PFALLER, 2012).

A maioria das espécies ndo-albicans do género Candida sdo sensiveis ao fluconazol.
Entretanto, isolados de C. krusei tem apresentado resisténcia ao fluconazol, em grande parte, 0
resultado de uma diminuicdo da sensibilidadede 14o-desmetilase aos efeitos inibit6rios do
fluconazol (OROZCO et al., 1998; PFALLER etal., 2013; WHITE; MARR; BOWDEN, 1998).
Muitos isolados de C. glabrata também sdo resistentes ao triazol, no entanto, 0 mecanismo de
resisténcia para essa espécie € muitas vezes o efluxo da droga aumentado por alteracfes nas
bombas de efluxo (BENNETT; IZUMIKAWA; MARR, 2004; PARKINSON; FALCONER;
HITCHCOCK, 1995).

A resisténcia ao fluconazol por C. albicans € um processo multifatorial mediado por
varios mecanismos, tais como altera¢cdes na enzima-alvo, o citocromo P-450 lanosterol 14a-

desmetilase (Ergllp), ou como resultado de mutagdes pontuais do gene ERG11 que codifica a
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enzima (PEREA et al., 2001). Outro fator importante que tem diminuido a eficiéncia do
fluconazol e aumentado a incidéncia de linhagens resistentes aos antimicrobianos é a formacéo
de biofilmes de Candida spp. (LEWIS et al., 2002; SARDI et al., 2013).

Outra classe de antifungicos muito utilizada no tratamento de candidiases sdo 0s
polienos. A anfotericina B € um potente antifingico de origem natural isolado em 1955 a partir
de uma linhagem de Streptomyces nodosus. Apesar de sua utilizagdo ser limitada devido sua
nefrotoxicidade, a anfotericina B é indicada em infeccBes sisttémicas potencialmente fatais
causadas por fungos como a C. albicans. Apos décadas de uso, este antifingico ainda apresenta
continua e importante funcdo na medicina devido a seu amplo espectro de agdo e baixa
incidéncia de resisténcia fungica (COLOMBO et al., 2013b; LEMKE; KIDERLEN; KAYSER,
2005; NICOLAOU; CHEN; DALBY, 2009; VOLMER; SZPILMAN; CARREIRA, 2010).

O mecanismo de acao da anfotericina B ainda ndo foi totalmente esclarecido. Entretanto,
um modelo amplamente aceito é que varias moléculas do antifungico ligam-se ao ergosterol e
formam canais i6nicos na membrana celular causando alteragbes na permeabilidade da
membrana com vazamento de ions, principalmente de potassio (NICOLAOU; CHEN; DALBY,
2009; VOLMER; SZPILMAN; CARREIRA, 2010).

Embora seja raro, algumas linhagens de Candida spp. tém apresentado resisténcia a
anfotericina B, ha evidéncias de que a resisténcia primaria e / ou secundaria a anfotericina B
possa ocorrer em isolados clinicos de C. lusitaniae, encontrada com maior frequéncia em
pacientes neutropénicos (ATKINSON; LEWIS; KONTOYIANNIS, 2008; PFALLER et al.,
2014). Acredita-se que resisténcia a esse antifungico pode estar ligada a mutacdes nos genes
ERG2, ERG3 e ERGI11 que sintetizam enzimas necessarias para sintese do ergosterol
(MEADOWS, 2013; WHITE; MARR; BOWDEN, 1998).

A resisténcia aos antifungicos pode estar relacionada a formacdo de biofilmes de
Candida spp. que prejudicam a difusdo de antifungicos até as camadas de células basais, as
quais recebem concentracdes menores de antifingicos, podendo se comportar como resistentes
ou selecionando linhagens resistentes (MATHE; VAN DIJCK, 2013; SAMARANAYAKE et
al., 2005).

A resisténcia aos antifungicos também esta associada a tratamentos profilaticos com
antifingicos recomendados a pacientes transplantados ou internados em unidades de terapia
intensiva, que sdo considerados de alto risco para candidiase invasiva (MICELI; DIAZ; LEE,
2011; PFALLER, 2012). Os tratamentos profilaticos podem expor linhagens de Candida spp.
a concentragdes subinibitdrias de antifingicos por longos periodos de tempo e este € um dos

fatores que podem estimular Candida spp. a produzir e secretar fatores associados a viruléncia



21

e ainda, estimular a selecdo de linhagens resistentes (FEKETE-FORGACS; GYURE;
LENKEY, 2000; MORES et al., 2011). Isolados de Candida spp. resistentes aos antifangicos
tendem a secretar maior quantidade de Sapp do que os isolados sensiveis. Sendo assim, faz-se
importante o estudo e comparacdo entre a expressao de SAP e o perfil de sensibilidade dos
isolados (SILVA; NERY; DIAS, 2014). A compreensdo de inibidores especificos de proteases
pode incitar o desenvolvimento de novos medicamentos antifungicos (GAGNON-
ARSENAULT; TREMBLAY; BOURBONNAIS, 2006).
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2 OBJETIVOS

Diante das exposicOes apresentadas na revisdo de literatura, esta pesquisa teve o

seguinte objetivo.

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao génica de SAP2 e SAP4 em C. albicans ATCC 10231 cultivadas na
presenca ou auséncia de macrofagos e expostas a concentracdes subinibitdrias de fluconazol e

anfotericina B.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a expressao génica diferencial de SAP2 e SAP4 em C. albicans ATCC 10231
apos contato com macrofagos.

Avaliar expressdo diferencial de genes SAP2 e SAP4 em C. albicans ATCC 10231 ap06s
exposicao da levedura a diferentes concentracfes subinibitorias dos antiflngicos fluconazol e

anfotericina B.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Microbiologia e Imunologia e
no Laboratorio de Biologia Molecular de Microrganismos da Universidade Federal de Alfenas

(UNIFAL-MG) e a metodologia utilizada esta descrita a seguir.

3.1 LINHAGENS FUNGICA E CELULAR

Foi utilizada a linhagem padrédo de C. albicans ATCC 10231 que estavam mantidas a
-80°C no Laboratério de Microbiologia e Imunologia. Também foram utilizadas células
monociticas humanas de origem leucémicas THP-1 mantidas a -80°C, gentilmente cedidas pela
Professora Dra Elisdngela Monteiro Pereira do Laboratério de Parasitologia Clinica da
UNIFAL-MG.

3.2 CULTIVO DE Candida albicans

A linhagem de C. albicans ATCC 10231 foi cultivada em agar Sabouraud Dextrose a
37°C por 24 horas, posteriormente, a levedura foi cultivada em caldo YCB-BSA (Carbono
levedura base enriquecido com soro-albumina bovina) a 37°C por 24 horas. O cultivo da
levedura em caldo YCB-BSA foi realizado em diferentes condicdes: (1) o caldo sem adicéo de
antifangico, (2) o caldo acrescido de ¥ da concentracdo inibitéria de 50% (ICso) para
fluconazol, (3) o caldo acrescido de % ICso para fluconazol, (4) o caldo acrescido de ¥4 da
concentracdo inibitdria de 90% (ICg0) para anfotericina B, e (5) o caldo acrescido de ¥ ICgo

para anfotericina B.

3.3 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA (IC)

A IC de fluconazol para a C. albicans ATCC 10231 foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo segundo as diretrizes nos documentos M27-A3 e M27-54 do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI), de acordo com CLSI (2008, 2012) e com
modificagdes na leitura por densidade Optica preconizada pelo European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) e descrito por Arendrup et al. (2012). A
linhagem de C. albicans foi cultivada, duas vezes, em meio agar Sabouraud Dextrose a 37°C

por 24 horas. A partir do segundo cultivo, suspensdes em solucao salina estéril (0,85%) foram
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preparadas e ajustadas por comparagdo com a solucdo-padrdo da escala 0,5 de McFarland,
equivalente a presenca de 1-5 x 10° células/mL. Suspensdes de trabalho foram feitas pela
diluicdo 1:10, em RPMI 1640 das suspensdes anteriores e apresentaram concentragio de 1 x10°
a 5x10° células/mL. Em microplacas de cultivo celular de 96 pogos foram adicionados 100 pL
das suspensdes de C. albicans por pogo. Cada microplaca continha 2 colunas controles sem
antifungicos: uma coluna com controle negativo ou controle do meio que recebeu 200 pL do
meio de cultura ndo-inoculado, e, uma coluna com controle positivo de crescimento que recebeu
100 uL de meio de cultura e 100 uL da suspensao de leveduras. As outras dez colunas receberam
100 pL de meio de cultura com dilui¢cGes seriadas do antifingico, sobre as quais foram
adicionados 100 pL da suspenséo de C. albicans. As placas foram incubadas a 37°C por 24 a
48 horas, e apds esse tempo, foi feita a leitura da densidade Optica (DO) a 530 nm em leitor
espectrofotométrico de microplacas. A linhagem testada teve um controle positivo de
crescimento, com sua DO fixada como DO méxima (100%), em todos os pocos foi descontada
a DO do controle negativo para possibilitar o célculo da IC. A menor concentracdo de cada
antifangico capaz de inibir o crescimento de 50% da linhagem foi determinada como a ICso € a
menor concentracdo capaz de inibir o crescimento de 90% da linhagem determinada como a
ICs. A linhagem foi classificada como sensivel (S), sensivel dose dependente (SDD) ou

resistente (R).

3.4 CULTIVO DE CELULAS FAGOCITICAS

Amostras de linhagem de células monociticas humanas de origem leucémicas (THP-1),
mantidas a -80°C, foram descongeladas e adicionadas sobre tubos de centrifuga contendo
40 mL de tampao fosfato-salino (PBS), os tubos foram centrifugados a 2000 rpm e 4°C por 8
minutos e o sobrenadante descartado (PEREIRA, 2010). Sobre as células foram adicionados
15 mL do meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), acrescido de
estreptomicina (100mg/mL) e penicilina (100U/mL), as células suspensas foram transferidas
para garrafas de cultivo celular e incubadas em estufa a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO:
(COLLETTE; ZHOU; LORENZ, 2014; PEREIRA, 2010). O cultivo das células foi realizado
durante 10 dias, ou até que as células se multiplicassem em confluéncia e quantidade suficiente
para o teste, com troca do meio a cada 48 horas. Para trocar o meio de cultura, o cultivo foi
transferido para tubos de centrifuga com capacidade para 50 mL, os tubos foram centrifugados
a 2000 rpm e 4°C por 8 minutos, os sobrenadantes foram desprezados, e sobre as células foi

adicionado 0 meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB e antibioticos, os tubos foram
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homogeneizados, as células suspensas no meio foram transferidas para garrafas de cultivo
celular e incubadas a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO>. A garrafa de cultivo era observada
diariamente em microscépio optico invertido para visualizar a morfologia e crescimento das
células THP-1. O meio de cultura foi aumentado em cerca de 1 mL por dia, de acordo com o
crescimento visual em que se notava a confluéncia celular.

Adicionalmente, para acompanhar a proliferacdo das células THP-1, aliquotas de
100 pL eram retiradas do cultivo a cada 48 horas, as celulas eram coradas com 100 uL do
corante azul de tripan 0,2% e contadas em Camara de Neubauer excluindo as células mortas
que coram-se de azul, como pode ser observado na Figura 1 (PEREIRA, 2010). O azul de tripan
é um corante amplamente utilizado para colorir tecidos ou células mortas seletivamente. O
mecanismo de coloracdo com azul de tripan é baseado nele ser carregado negativamente e ndo

interagir com as células a menos que a membrana esteja danificada (TRAN et al., 2011).

Figura 1 — Contagem de células em Camara de Neubauer.
A B C
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Fonte: Do autor.

Legenda: (A): Camara de Neubauer; (B): Quadrantes para contagem de mondcitos e macréfagos; (C):
Células THP-1 com corante azul de tripan 0,2%, em que as células mortas coram-se de azul (setas
vermelhas) visualizadas em microscopia éptica (objetiva de 40x) em Camara de Neubauer.

A contagem em Ca&mara de Neubauer foi feita pela soma total das células nos 4
quadrantes, dividido por 4 (nimero de quadrantes contados), multiplicado por 2 (fator de
diluicdo) e multiplicado por 10* (fator de corre¢éo do volume de cada quadrante da camara),

assim obteve-se o0 numero de células/mL (FIGURA 1).

3.5 PADRONIZACAO E AVALIACAO DOS ENSAIOS DE DIFERENCIACAO E
FAGOCITOSE

A seguir sdo descritas a metodologias utilizadas para padronizar 0s ensaios de

diferenciacdo das células THP-1 em macrdfagos e de fagocitose de C. albicans.
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3.5.1 Ensaio de diferenciacdo

Ap0s as células THP-1 serem cultivadas por cerca de 10 dias e multiplicarem-se até
apresentarem confluéncia e cerca de 5x10’ células, quantidade suficiente para os testes, as
células suspensas em RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB e antibi6ticos contidas na
garrafa de cultivo foram transferidas para tubos estéreis com capacidade de 50 mL, os tubos
foram centrifugados a 2000 rpm e 4°C por 8 minutos e 0s sobrenadantes descartados. Sobre as
células foram adicionados 30 mL de meio RPMI 1640 com antibidticos e sem SFB, pois a
privacdo de SFB diminui a velocidade de proliferacdo celular, as células foram transferidas para
garrafas de cultivo celular e incubadas a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO; por 24 horas
(PEREIRA, 2010). Posteriormente, as células foram centrifugadas a 2000 rpm e 4°C por 8
minutos, o sobrenadante descartado, e as células foram ressuspendidas em RPMI 1640
suplementado com 10% de SFB e antibidticos.

Em placas para cultura celular com 24 pogos foi colocada uma laminula de vidro estéril
(0,13 mm espessura x 13 mm de diametro) por poco, posteriormente, foi adicionado 0,5 mL da
suspencdo de células THP-1 em RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB e antibioticos de
concentragdo 2x10° células/mL e 0,5 mL da solugdo de PMA a 200 nM em RPMI 1640
suplementado com 10% de SFB e antibiéticos, perfazendo um volume final de 1 mL com 10°
celulas e 100 nM de PMA por pogo, semelhante a Tavanti et al. (2006) com modificacfes. As

placas foram incubadas a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO> por 48 horas.

3.5.2 Estimativa de adesdo de macro6fagos na placa de cultivo celular

Apbs as 48 horas de diferenciacdo, foram retiradas aliquotas de 100 pL de cada pogo e
transferidas para tubos com capacidade de 1 mL, adicionou-se 100 pL do corante azul de tripan
0,2%, e a esta suspensao foi transferida para Camara de Neubauer. As células foram contadas
excluindo as células mortas coradas pelo corante azul de tripan, o resultado foi multiplicado
pelo volume total do poco, e este foi subtraido de 10 que foi nimero de células adicionadas no
inicio da diferenciacdo celular (PEREIRA, 2010).

3.5.3 Ensaio de fagocitose

Posteriormente, o sobrenadante de cada poco foi descartado, os pocos foram

delicadamente lavados 2 vezes com 1 mL de PBS e os sobrenadantes novamente foram
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descartados. Foi utilizada a propor¢do de 1:5 (macrofago:levedura) selecionada a partir de
estudos anteriores em que as proporc¢des variaram entre 1:3, segundo Bain et al. (2012) e Lewis
et al. (2012); 1:5 segundo Németh et al. (2014) e 1.6 segundo Uwamahoro et al. (2014), assim,
em cada placa de cultivo celular foram adicionadas 5x10° C. albicans/pogo, as leveduras
estavam suspensas em RPMI suplementado com SFB e antibioticos. As placas foram
centrifugadas a 2000 rpm e 25°C por 2 minutos para facilitar o contato das leveduras com os
macrofagos no fundo das placas. Uma placa foi incubada por 30 minutos e outra foi incubada
por 1 hora a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO..

3.5.4 Avaliacéo da fagocitose pelo método de coloragdo May Grunwald-Giemsa

Utilizando as placas anteriormente descritas no item 3.5.3, ap6s o término do tempo de
incubacdo cada poco das placas foi delicadamente lavado 2 vezes com 1 mL de PBS e os
sobrenadantes foram descartado. As laminulas foram removidas dos pogos com auxilio de
pincgas estéreis e coradas pelos corantes May Grunwald-Giemsa, o qual cora as leveduras vivas
de azul enquanto as leveduras mortas ndo se coram (HERSCOWITZ; HOLDEN; GHAFTAR,
1981 modificado por CORAZZINI, 1993). As células foram observadas em microscopio
Optico, objetiva de 100x, e foi contado o nimero de células de C. albicans fagocitadas por 100
macrofagos, em triplicata, assim obteve-se a média de leveduras fagocitadas por macréfago
(UWAMAHORO et al., 2014).

3.5.5 Porcentagem de filamentagéo

Foi realizado um ensaio para avaliar a filamentacdo de C. albicans apds exposicao a
concentracdes subinibitorias dos antifungicos. A diferenciacdo das células fagociticas foi
realizada de acordo com o procedimento descrito anteriormente (item 3.5.1). Apds as 48 horas
de diferenciagdo, foram adicionadas 5x10° C. albicans por pogo, as quais estavam suspensas
em 0,5 mL de RPMI 1640 suplementado com 10 % de SFB e antibidticos, em triplicada, e sobre
esses 3 pocos foi adicionado 0,5 mL do mesmo meio de cultura para amostras controles ndo
expostas a antifingicos. Em outros 3 pogos foram adicionadas 5x10° C. albicans por poco, as
quais estavam suspensas em 0,5 mL de RPMI 1640 suplementado com 10 % de SFB e
antibidticos, e que foram cultivadas em YCB-BSA contendo ¥ da ICso de fluconazol, sobre
esses pocos foi adicionado 0,5 mL do meio de cultura acrescido de 0,250 pg/mL de fluconazol

para perfazer a concentracao final de 0,125 pg/mL (¥ da ICso) de fluconazol por pogo. De modo
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semelhante, foram feitas as outras solu¢des de antifingicos no meio de cultura RPMI 1640
suplementado com 10 % de SFB e antibidticos, para que apos distribui¢do em cada um dos 3
pocos (triplicata), a levedura fosse mantida sob as mesmas condicdes de exposicdo em que foi
cultiva no caldo YCB-BSA, ou seja, 0,250 pug/mL de fluconazol (%2 da ICso), 0,125 pg/mL de
anfotericina B (Y2 da 1Cqo) e 0,250 pg/mL de anfotericina B (Y2 da 1Cqo).

Desse modo, o volume final de cada pogo foi de 1 mL com aproximadamente
10° macrofagos e 5x10° C. albicans. A proporcio de 1:5 (macréfago:levedura) foi selecionada
a partir de estudos anteriores, como de Németh et al. (2014) e por ensaio de padronizagédo
descrito acima (item 3.5.3). As placas foram centrifugadas a 2000 rpm e 25°C por 2 minutos
para facilitar o contato das leveduras com os macrdfagos sobre as laminulas no fundo das placas
e incubadas a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO> por 1 hora.

Semelhante ao item 3.5.4, ap6s o término do tempo de incubacéo cada poco da placa foi
delicadamente lavado 2 vezes com 1 mL de PBS e os sobrenadantes foram descartado. As
laminulas foram removidas dos pocos com auxilio de pingas estéreis e coradas pelos corantes
May Grunwald-Giemsa, o qual cora as leveduras vivas de azul enquanto as leveduras mortas
ndo se coram (HERSCOWITZ; HOLDEN; GHAFTAR, 1981 modificado por CORAZZINI,
1993). As células foram observadas em microscopio 6ptico, objetiva de 100x, e foram contadas
0 numero de leveduras quem filamentaram em 100 células de C. albicans, em triplicata, assim

obteve-se a porcentagem média e desvio padrdo de leveduras que filamentaram.

3.5.6 Atividade fungicida de macrofagos por plaqueamento em profundidade em agar

Sabouraud Dextrose

A atividade fungicida dos fagdcitos foi avaliada por plagueamento em profundidade
com agar Sabouraud Dextrose, semelhante a Loyola et al. (2002), Newman et al. (2005) e
Tavanti et al. (2006) com adaptacdes. Em placas de cultivo de 6 pogos contendo 108 macrofagos
foram adicionadas 5x10° C. albicans por poco, as placas foram centrifugadas a 2000 rpm e
25°C por 2 minutos e incubadas em estufa por 1 hora a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO..
Apos o término do tempo de incubacdo, descartou-se o sobrenadante de cada pogo e adicionou-
se 600 pL de tampéo PBS (pH 7,2) e cada poco foi raspado como raspadores celulares estéreis,
e a suspensdo celular foi transferida, com auxilio de pipeta de 1 mL, para tubos de centrifuga
com capacidade de 2 mL. O poco foi ainda lavado com mais 600 pL de tampdo PBS para
remover todas as células, e o conteudo novamente foi transferido, com auxilio de pipeta de 1

mL, para os tubos de centrifuga, perfazendo um total 1,2 mL de suspensdo de macrofagos e
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leveduras que foram homogeneizados em vortex. Posteriormente, foram feitas dilui¢des
seriadas até 10 e 100 pL de cada diluicio foram inoculados em placas estéreis, sobre o indculo
foi adicionado em agar Sabouraud Dextrose e as placas foram incubadas a 37°C por 48h. A
porcentagem de reducéo de unidades formadoras de colénia (UFC) com média e desvio padréo
foi determinada como se segue: porcentagem de redugéo = 100 - (UFC do grupo experimental
/ UFC grupo controle) x 100. As culturas controle consistiam em células de C. albicans

incubadas na auséncia de macrofagos.

3.6 DIFERENCIACAO DE CELULAS FAGOCITICAS

Apos as células THP-1 serem cultivados por cerca de 10 dias, multiplicarem-se e
apresentarem cerca de 5x107 células, quantidade suficiente para os testes, as células suspensas
em RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB e antibioticos contidas na garrafa de cultivo
foram transferidas para um tubo de centrifuga, o tubo foi centrifugado a 2000 rpm e 4°C por 10
minutos e o sobrenadante descartado. Sobre as células foram adicionados 30 mL de meio RPMI
1640 com antibidticos e sem SFB, a privacdo de SFB diminui a velocidade de proliferacéo
celular, as células 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 2000 rpm e 4°C por 10 minutos e o sobrenadante descartado. Sobre as células
foi adicionado 10 mL de meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB acrescido de
estreptomicina (100mg/mL) e penicilina (100U/mL), e foi retirada uma aliquota de 100 pL para
contagem das células em Cémara de Neubauer excluindo as células mortas pela inclusdo do
corante azul de tripan (PEREIRA, 2010). Apds contagem das células, em tubo de centrifuga foi
preparada uma suspensdo contendo 5x10° células/mL em RPMI suplementado com SFB e
antibidticos. Em outro tubo de centrifuga foi preparada uma solucdo de PMA a 300 nM em
RPMI suplementado com SFB e antibi6ticos. Em placas para cultura celular em poliestireno
com 6 pocos estéreis foram adicionados 2 mL da suspencdo de células THP-1 com concentragédo
de 5x10° células/mL e 1 mL da solugdo de PMA a 300 nM/mL, perfazendo um volume final de
3 mL com 106 células e 100 nM de PMA por poco, semelhante a Tavanti et al. (2006) com
modificagdes. As placas foram incubadas a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO> por 48 horas.
De acordo com Daigneault et al. (2010) as células THP-1 ao serem estimuladas pelo PMA
diferenciam-se de mondcitos para macréofagos e, assim, podem aderir ao fundo do poco da placa

de cultivo.
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3.7 ENSAIO DE FAGOCITOSE

Os ensaios de infeccdo de macrdéfagos foram realizados logo ap6s o termino do ensaio
de diferenciacdo das células THP-1 com PMA. As placas foram retiradas da estufa, aliquotas
de 100 pL foram retiradas de cada poco e transferidas para tubos com capacidade de 1 mL,
adicionou-se 100 pL do corante azul de tripan 0,2%, e a esta suspensédo foi transferida para
Camara de Neubauer. As células suspensas foram contadas excluindo as células mortas coradas
pelo corante azul de tripan e foi estimado o numero de macrdéfagos aderidos na placa pela
diferenga das células totais adicionadas por poco e a média das células suspensas por poco
(PEREIRA, 2010). Cada poco da placa foi delicadamente lavado 2 vezes com 1 mL de PBS e
0s sobrenadantes foram descartados, procedimento realizado para retirar células ndo aderidas.

Em 3 pogos foram adicionadas 5x10° C. albicans suspensas em 2 mL de RPMI 1640
suplementado com 10 % de SFB e antibidticos, e sobre esses pog¢os foi adicionado 1 mL do
mesmo meio de cultura para amostras controles ndo expostas a antifungicos. Em outros 3 pocos
foram adicionadas 5x10° C. albicans por poco, as quais estavam suspensas em 1 mL de RPMI
1640 suplementado com 10 % de SFB e antibidticos, e que foram cultivadas em YCB-BSA
contendo ¥4 da ICso de fluconazol, sobre esses pogos foi adicionado 1 mL do meio de cultura
acrescido de 0,375 pg/mL de fluconazol para perfazer a concentragéo final de 0,125 pg/mL (Y4
da 1Cso) de fluconazol por poco. De modo semelhante, foram feitas as outras solugdes de
antifangicos no meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10 % de SFB e antibi6ticos,
para que apos distribuicdo em cada um dos 3 pocos (triplicata), a levedura fosse mantida sob as
mesmas condicOes de exposi¢do em que foi cultiva no caldo YCB-BSA, ou seja, 0,250 pg/mL
de fluconazol (*2 da ICso), 0,125 pg/mL de anfotericina B (¥ da 1Cg) € 0,250 pg/mL de
anfotericina B (Y2 da ICqo).

Desse modo, o volume final de cada poco foi de 3 mL com aproximadamente
10° macréfagos e 5x10° C. albicans. A proporcdo de 1:5 (macréfago:levedura) foi selecionada
a partir de estudos anteriores, como de Németh et al. (2014) e por ensaio de padronizagédo
descrito acima (item 3.5.3). As placas foram centrifugadas a 2000 rpm e 25°C por 2 minutos
para facilitar o contato das leveduras com os macréfagos no fundo das placas e incubadas a
37°C, sob atmosfera de 5% de CO por 1 hora.

De modo que ao final, obteve-se 6 grupos de amostras de C. albicans:

a) Cultivadas na auséncia de antifungicos e sem contato com macrofagos;

b) Cultivadas na auséncia de antifungicos e contato com macréfagos;
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c) Cultivadas na presenca de ¥4 da IC de fluconazol e contato com macréfagos;

d) Cultivadas na presenca de ¥ da IC de anfotericina B e contato com macroéfagos;

e) Cultivadas na presenca de %2 da IC de fluconazol e contato com macrofagos;

f) Cultivadas na presenca de %2 da IC de anfotericina B e contato com macréfagos.

Posteriormente, aliquotas de 100 pL foram retiradas de cada poco e transferidas para
tubos com capacidade de 1 mL, adicionou-se 100 pL do corante azul de tripan 0,2%, e a esta
suspensdo foi transferida para Camara de Neubauer. As células suspensas foram contadas
excluindo as células mortas coradas pelo corante azul de tripan (PEREIRA, 2010).

Cada pogo foi delicadamente lavado com 1 mL de PBS para que as células de levedura
nédo fagocitadas ou ndo aderidas fossem removidas pela lavagem, a lavagem foi realizada 2
vezes e 0s sobrenadantes desprezados. Em seguida, foi adicionado 1 mL de PBS em cada poco,
a placa foi colocada sobre banho de gelo por 1 minuto para facilitar o desprendimento das
células, cada poco foi raspado com o auxilio de raspadores de células estéreis e descartaveis, as
células de leveduras e macrdéfagos suspensas em PBS foram transferidas para tubos de
centrifuga de capacidade 1,5 mL e centrifugadas a 13.500 rpm e 4°C por 5 minutos, condi¢édo
na qual as células precipitaram e o sobrenadante foi descartado. A partir das amostras contidas

em cada tubo seguiu-se com a extracdo de acido ribonucleico (RNA).

3.8 EXTRACAO DE RNA

Sobre as células geradas ao final do ensaio de fagocitose foram adicionados 100 pL de
RNAlater® solution (Ambion™) e 0s amostras foram agitados por 60 segundos em vortex,
posteriormente, 40 pL de liticase (50 unidades, obtida de Arthrobacter luteus, Sigma), 60 pL
de tampao (EDTA/sorbitol/B-mercaptoetanol) e 80 puL de pérolas de vidro (450-600 pm,
Sigma), os tubos foram agitados por 15 segundos em vértex e incubados 15 minutos a
temperatura ambiente, em seguida, foram adicionados 1 mL de Trizol® Reagente (Ambion™)
e os tubos foram mantidos por 20 minutos em banho de gelo, pois temperaturas baixas ajudam
manter a integridade do RNA, e ap0s, a cada amostra foram adicionados 200 uL de cloroférmio
(10% v/v), os tubos foram homogeneizados em vortex por 15 segundos, incubados por 20
minutos em banho de gelo para evitar a degradacdo do RNA e centrifugados por 15 minutos a
13500 rpm e 4°C. A fase aquosa foi transferida para outros tubos de centrifuga e sobre este foi
adicionado 600 pL de isopropanol gelado com a finalidade de precipitar o RNA. Os tubos foram
incubados por 16 horas a -20°C, centrifugados por 30 minutos a 13500 rpm e 4°C, e ap0s, 0

sobrenadante foi retirado e o precipitado de RNA foi lavado 2 vezes com 1 mL de alcool etilico
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75%, os tubos centrifugados por 10 minutos a 13500 rpm e 4°C, e o sobrenadante foi
desprezado. Sobre o precipitado foram adicionados 10 pL de agua DEPC (0,1% de
dietilpirocarbonato) autoclavada para solubilizacdo do RNA. O RNA extraido foi armazenado
a -20°C por no maximo 48 horas, até ser quantificado, purificado e utilizado na reacdo de

transcricdo reversa para sintese de cDNA, e posteriormente 0 RNA foi armazenado a -80°C.

3.9 TRATAMENTO DO RNA COM DNase |

O RNA de cada amostra foi purificado utilizando DNase | (Desoxirribonuclease |,
Sigma-Aldrich) para remover DNA contaminante. A utilizacdo de DNase para purificar RNA
ja foi descrita anteriormente (DUNKEL et al., 2014; FREIRE et al., 2015; NAGLIK et al.,
2008). Para cada reacdo de purificacdo foi utilizado um tubo para termociclador de capacidade
0,2 mL onde foram adicionados 2000 ng de RNA suspensos em 8 pL de 4gua DEPC, 1 uL de
DNAse | (1 unidade/mL em 50% de glicerol, Tris-HCI 10 mM, pH 7.5, CaCl> 10 mM, MgCl>
10 mM) e | uL de tampéao 10X (Tris-HCI 200 mM, pH 8.4, MgCl; 20 mM, KCI 500 mM) que
ficaram 15 minutos em temperatura ambiente para degradacdo de DNA, em seguida foi
adicionado 1 pL de solucdo de parada (50 mM EDTA) para prevenir que os ions metalicos
(Mg/Ca) catalisem a hidrélise do RNA durante o aquecimento, e posteriormente os tubos foram
incubados por 10 minutos a 70°C afim de desnaturar a DNAse I, resultando ao final em 11 pL
por amostra de RNA. Apds purificagdo de RNA, foi realizada nova quantificagdo em (ng/uL)
utilizando o espectrofotdmetro UV/Vis NanoDrop® 2000c (Thermo Scientific) e entdo, seguiu-

se para a sintese de cDNA.

3.10 QUANTIFICACAO DE RNA

As amostras de RNA foram quantificadas utilizando o espectrofotometro UV/Vis
NanoDrop® 2000c (Thermo Scientific), a leitura foi feita com 1 uL de cada amostra e foram

anotadas as concentragdes em ng/uL e razdo entre as absorbancias em 260 nm e 280nm.
3.11 REACAO DE TRANSCRICAO REVERSA (SINTESE DE cDNA)
Sobre 1000 ng de RNA purificado suspensos em 11 puL de &gua DEPC foram

adicionados 1uL de Oligo(dT):s Primer na concentracdo de 0.5 pg/uL (ThermoScientific) e
1 uL de uma mistura contendo os quatro desoxirribonucleotideos fosfatados “dNTP’s” (AATP
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- desoxiAdenosina Trifosfatada, dCTP - desoxiCitidina Trifosfatada, dGTP - desoxiGuanosina
Trifosfatada, dTTP - desoxiTimidina Trifosfatada) na concentracdo de 10 mM (Invitrogen). As
reagbes foram levadas ao termociclador Gene Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystem)
por 5 minutos a 65°C. Apos, 0s tubos contendo a mistura de reacdo foram colocados no banho
de gelo por 20 segundos para evitar anelamentos inadequados. Em seguida, 2 uL de ditiotreitol
(DTT) 0,1 M (Invitrogen) e 4 uL de tampéo (Tris-HCI 250 mM, pH 8,3; KCI 375 mM; MgCl»
15 mM) (Invitrogen) foram adicionados aos demais componentes como cofatores da reacédo e
0s tubos colocados novamente no termociclador a 37°C. Apds 20 segundos a 37°C, temperatura
necessaria para promover o anelamento dos primers, foi adicionado 1 uL da enzima M-MLV
RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) (Invitrogen) que é a responsavel
pela transcri¢do reversa e consequente sintese do cDNA, a partir do RNA inicial. Apos 50
minutos a 37°C no termociclador, um ciclo de 95°C por 5 minutos promoveu a inativacdo da
enzima e a remogéo dos primers. Ao final da reacdo, os tubos contendo as amostras de cDNA
foram retirados do termociclador e armazenados a -20°C para posterior utilizagdo em ensaios

de reacdo em cadeia da polimerase em quantitativa (QPCR).

3.12 REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE QUANTITATIVA

Para gPCR foram utilizadas reac6es do tipo sondas de hidrdlise composta pelos primers
forward e reverse (para o gene correspondente) e sondas duplamente marcadas com o
fluoréforo 6-FAM na extremidade 5’ e o inibidor ndo-fluorescente lowa Black® FQ na 3°. A
sequéncia dos primers a serem utilizados para detectar os genes SAP2 e SAP4 estdo descritos
no Quadro 1, assim como, o primer para o gene da actina (ACT1) que foi utilizado como gene
enddgeno normalizador. A utilizacdo de ACT1 como gene normalizador ja foi descrito em
estudos anteriores de expressdo de genes SAP (NAGLIK et al., 2008; STANISZEWSKA et al.,
2014; THEBERGE et al., 2013).

Para a detecgdo dos genes SAP2 e SAP4 foram feitas g°PCR com 200 ng de cDNA
suspensos em 1,5 ulL de &gua DEPC, mais 5 uLL de TagMan® Universal PCR Master Mix 2x
(Applied Biosystems) e 0,5 uL. da mistura contendo os primers forward e reverse (18 uM) para
o gene correspondente e a sonda (5uM) e 3 uL de &gua DEPC, totalizando um volume de 10uL
por reacdo e cada reacdo foi feita em duplicata. Controles positivos (cCDNA padronizado) e
negativos (amostra sem cDNA) foram preparados paralelamente as amostras. As reagdes dos
controles e das amostras foram realizadas no equipamento StepOne™ Real-Time PCR Systems

(Applied Biosystems). O ciclo utilizado foi de 50°C por 2 minutos, pois esta condigdo promove
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a remocao de qualquer ligacdo inadequada e evita contaminacgdo cruzada. Em seguida, adotou-
se um ciclo de 95°C por 10 minutos promovendo a desnaturacdo das cadeias de cDNA e a
ativacdo da Taq polimerase. A amplificacdo ocorre através da realizacdo de 40 ciclos, sendo

cada um de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.

Quadro 1 - Sequéncia de primers e sondas das SAP2, SAP4 e ACT1 para anélise em qPCR.

Gene Forward (5'-3") Reverse (5'-3") Sonda (5'-3")
SAP2 TCCTGATGTTAATGTTGAT TGGATCATATGTCCCCT CACTTATAGTGATCAAAC
TGTCAAG TTTGTT TGCAGATTTCT

SAP4 CAATTTAACTGCAACAGG AGATATTGAGCCCACAG TGCCCACATCATTTCTAC
TCCTCTT AAATTCC CAGTATCGTCG

ACT1 GCTGGTAGAGACTTGACC GACAATTTCTCTTTCAG ACTGTAACCACGTTCAGA
AACCA CACTAGTAGTGA CAAAATCTTGGACAA

Fonte: Adaptado de NAGLIK et al., (2008).

3.12.1 Andlise e interpretacao dos resultados da gPCR

A gPCR fornece valores de Cycle Threshold (Cr), ciclo em que cada reagdo atinge o
limiar da fase exponencial de fluorescéncia, estes foram registrados e analisados. A
determinacdo de valores de Ct para os genes SAP2, SAP4 e ACT1 em até 40 ciclos, permitiu
detectar a presenca de genes SAP nas amostras e validar a amplificagdo. Amostras com Cr
indeterminado para SAP2 e SAP4, e determinado para ACT1 foram considerados validos e
relatados como negativos para a presenca do gene SAP na amostra. Quanto maior o valor do
Ct, menor o nimero de cépias do gene amplificado.

Os resultados foram analisados pelo método do Cr comparativo (2°44€T) utilizado para
analisar as alteracBes relativas na expressdo do gene a partir de experimento por gPCR
(NAGLIK etal., 2008; STANISZEWSKA et al., 2014). Os valores de Ct foram fornecidos pela
gPCR e analisados da seguinte forma: foi calculada a média dos Ct para SAP e para ACT1 entre
as duplicatas de cada amostra e esta média foi chamada de Ct médio; ACt = Cy médio da SAP
- Cr médio da ACT1; AACt = ACt amostra tratada - ACt amostra ndo tratada, e finalmente a
quantidade relativa pode ser expressa por 2" 24T das amostras tratadas em relagdo a amostra ndo
tratada, também chamada de controle (que deve ser igual a 1), as amostras tratadas que exibem
244CT menor que 1 expressam menos SAP que o controle e as amostras tratadas que exibem

22T maior que 1 expressam mais SAP que o controle.
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3.13 ANALISE ESTATISTICA

Os dados que apresentaram normalidade foram submetidos & Analise de Variancia
(ANOVA) e teste de Tukey com intervalo de confianca de 95% e 99%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussdo deste trabalho séo apresentados a seguir.

4.1 DETERMINACAO DO PERFIL DE SENSIBILIDADE DA LINHAGEM PADRAO
DE C. albicans ATCC 10231 AOS ANTIFUNGICOS FLUCONAZOL E
ANFOTERICINA B.

O perfil de sensibilidade da linhagem padréo de C. albicans ATCC 10231 aos
antifungicos fluconazol e anfotericina B foi determinado como descrito anteriormente, e 0s
resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 1. A concentracdo inibitdria de fluconazol para
inibir 50% do crescimento da linhagem de C. abicans foi de 0,5 pg/mL, e a concentracdo
inibitdria de anfotericina B para inibir 90% do crescimento da linhagem de C. abicans foi 0,5
pg/mL. Desse modo, para expor a levedura a concentragfes subinibitdrias dos antifingicos nos
ensaios de fagocitose, C. albicans foi cultivada em 0,125 e 0,250 pug/mL, ¥ e % da ICso de

fluconazol, respetivamente, e 0,125 e 0,250 pug/mL, %2 e %2 da ICqo de anfotericina B.

Tabela 1 - Concentragdo inibitoria (ICso e 1Cg) da linhagem padréo de C. albicans ATCC 10231 e sua
classificagdo quanto a sensibilidade aos antifungicos testados.

Fluconazol Anfotericina B
ICs0 (ug/mL) Classificacao ICo0 (g/mL) Classificacao

0,500 S 0,500 S

Fonte: Do autor

Legenda: S: sensivel; ICso: concentragdo do antifungico que inibe 50% da linhagem (ug/mL); 1Cgo:
concentragdo do antifingico que inibe 90% da linhagem (pg/mL).

Candida albicans ATCC 10231 foi classificada como sensivel aos dois antifungicos,
pois 0s documentos M27-A3 e M27-S4 do CLSI (2008, 2012) preconizam que linhagens que
apresentarem MIC < 2 pg/mL para fluconazol devem ser consideradas sensiveis, bem como as
que mostrarem MIC < 1 pg/mL para anfotericina B. A variacdo nos tempos de leitura da
densidade optica, realizadas ap6s 24 a 48 horas de incubacdo foi devido as metodologias
preconizadas nos documentos acima citados e pelo EUCAST, e devido ao fato que nos testes
de sensibilidade fungica, algumas linhagens de Candida spp. podem néo apresentar crescimento
suficiente ap0s 24 horas de incubacgéo, assim aquelas linhagens que nao apresentarem DO > 0,2
devem ser incubadas por mais 12 ou 24 horas (ARENDRUP et al., 2012).
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Estudos anteriores quanto a sensibilidade de C. albicans ao fluconazol exibiram ICsg
igual a1 pg/mL, concentracdo proxima a encontrada neste trabalho (FERNANDES et al., 2014;
SOUZA et al., 2014). Outra pesquisa de suscetibilidade de C. albicans ATCC 10231 a
antifangicos apresentou concentracdo inibitéria minima de 1,0 ug/mL para anfotericina B e
0,25 pug/mL para fluconazol (COELHO et al., 2012).

4.2 DIFERENCIACAO E ADESAO DOS MACROFAGOS

As células THP-1 ao serem estimuladas pelo PMA diferem-se de mondcitos para
macrofagos e aderem ao fundo e as paredes dos pocos da placa de cultivo ou laminula de vidro,
portanto, as células suspensas provavelmente sdo mondcitos ndo diferenciados. Apos 48 horas
de diferenciacdo cerca de 95,61 + 1,43% das células foram diferenciadas em macrofagos
(FIGURA 2).

Resultado semelhante ao descrito nesse trabalho foi encontrado em um estudo de
diferenciacdo de células THP-1, em que mais de 90% das células diferenciaram-se em
macrofagos apos serem mantidas em contato com PMA em concentracfes de 5 a 100 ng/mL
(8 a 162 nM) por 48 horas (PARK et al., 2007).

Figura 2 - Porcentagem média + desvio padrdo de células monociticas suspensas no meio de cultura e
de macrofagos aderidos na placa apés diferenciagdo com forbol-12-miristato-13-acetato
(PMA) por 48 horas.

100- 95,61+ 1,43%
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204
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Fonte: Do autor.

A diferenciacdo celular tambem pode ser observada pela visualizacdo das laminulas

coradas pelos corantes May Grunwald-Giemsa (FIGURA 3). A diferenciacdo fenotipica de
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macrofagos depende do 6rgdo para o qual ele migra, entretanto algumas caracteristicas sao
comumente observadas. Os mondcitos sdo células circulares de 10-15 pM com nucleo em
formato de feijdo e citoplasma finamente granular, apds diferenciacdo em macréfagos estes
apresentam aumento no tamanho da célula e na relacdo nicleo/citoplasma apresentando
numerosos vacuolos fagociticos e organelas citoplasméticas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2015).

Figura 3 - Macréfagos aderidos em laminulas de vidro ap6s diferenciagdo com forbol-12-miristato-13-

acetato (PMA) por 48 horas e corados pelos corantes May Grunwald-Giemsa.
]

Fonte: Do autor.

A ceélulas THP-1 proporcionam um modelo competente in vitro de mondcitos e
macrofagos durante a interacdo com células fungicas, sendo utilizadas anteriormente em
ensaios de fagocitose e expressdo génica (BARKER; LIU; ROGERS, 2005; MARR et al., 2001;
TAVANTI et al., 2006). A utilizacdo de PMA pode aumentar a diferenciacdo de células
THP-1 em macrofagos, aumentando ainda, o numero de mitocéndrias e lisossomos, a
resisténcia a apoptose e a poténcia de receptores de membrana TLR2, componentes importantes
na diferenciacdo de macrofagos (DAIGNEAULT et al., 2010; TAVANTI et al., 2006).

4.3 AVALIACOES DA FAGOCITOSE E ATIVIDADE FUNGICIDA DE MACROFAGOS
A observacdo de laminulas coradas pelos corantes May Grunwald-Giemsa possibilitou

observar que apds 30 minutos de incubacdo, C. albicans na presenca ou auséncia de macrofagos

permaneceram predominantemente na forma de levedura. Entretanto, apds 1 hora de incubagéo,
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C. albicans na presenga ou auséncia de macrofagos formam tubos germinativos, pseudo-hifas
e ou hifas (FIGURA 4).

Morfologicamente, o0 ensaio de fagocitose mostrou que C. albicans pode rapidamente
diferenciar-se de levedura em pseudo-hifas e hifas, que podem crescer para fora do macréfago,
e eventualmente, rompé-lo. A diferenciacéo entre hifa verdadeira e pseudo-hifa pode ser feita
pela observacdo da formacgdo do tubo germinativo. A partir da célula leveduriforme, na
formacéo da hifa verdadeira ndo ha a constricdo entre a célula-mée e o filamento, em pseudo-
hifas forma-se a constricdo no septo entre a célula-mde e o comprimento do filamento
(BARBEDO; SGARBI, 2010; WHITEWAY; BACHEWICH, 2007).

O crescimento de hifas de C. albicans e perfuracdo da membrana celular de fagocitos ja
foi descrita anteriormente (BAIN et al., 2014; LO et al., 1997; MIRAMON; KASPER; HUBE,
2013; UWAMAHORO et al., 2014). Na maioria dos casos, as membranas dos macréfagos nao
restringem a expansdo de hifas, resultando em eventual ruptura do fagécito. Candida albicans
englobadas por macrofagos podem formar hifas, perfurar a membrana do fagocito e evadir-se
deste a partir de 40 minutos apés a fagocitose (BAIN et al., 2012).

Segundo estudos anteriores, a expressdo dos genes SAP4-6 pode ser estimulada durante
a mudanca de C. albicans de levedura para hifas e ocorre predominantemente em hifas
(NAGLIK; CHALLACOMBE; HUBE, 2003; THOMPSON; CARLISLE; KADOSH, 2011).
Portanto foi escolhido o tempo de 1 hora de incubacdo para os ensaios de fagocitose nas
diferentes condicdes de exposicao de C. albicans, e assim, possibilitar a formacéo de pseudo-
hifas.

A observacdo de laminulas coradas pelos corantes May Grunwald-Giemsa possibilitou
ainda, a contagem de leveduras interiorizadas pelos macrdéfagos apds 1 hora de incubacédo
(FIGURA 4). Contando 100 macrofagos em cerca de 32 campos com a objetiva de 100x, pode-
se observar a taxa média de fagocitose de 3 C. albicans por macro6fago.

Adicionalmente, a atividade fungicida dos macr6fagos foi avaliada apds 1h de contato
com as leveduras e pesquisada em agar Sabouraud Dextrose, a qual apresentou média de
32,68% =+ 1,65 de C. albicans mortas pelos macrofagos. Esse resultado é semelhante a estudos
anteriores que também avaliaram a atividade fungicida apds 1 hora de contato entre as leveduras
e células fagociticas, como o trabalho de Tavanti et al. (2006) em gque 0os macrofagos mataram
37,4% de C. albicans, e de Newman et al. (2005) no qual mondcitos e macréfagos mataram

48% a 57% do in6culo inicial de C. albicans.
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Figura 4 — Microscopia Optica de C. albicans cultivadas na presenca de macrofagos ap6s ensaio de
fagocitose a 37°C e atmosfera de 5% de CO; por 30 minutos ou 1 hora, laminas coradas
pelos corantes May Grunwald-Giemsa e visualizados em microscopio 6ptico na objetiva
de em microscopia Optica 100x.

Fonte: Do autor.

Legenda: (A-B) Laminas do ensaio de fagocitose de 30 minutos a 37°C e 5% de CO>, C. albicans estava
predominantemente na forma de leveduras. (C-F) Laminas do ensaio de fagocitose de 1 hora a 37°C, sob
atmosfera de 5% de CO;, pode-se observar a formacgéo de pseudo-hifas de C. albicans e a interiorizacdo
de leveduras pelos macrofagos.

A observacdo das placas de cultivo em microscépio éptico invertido durante a realizacao
do ensaio de fagocitose nas diferentes condi¢des de exposicdo de C. albicans, bem como, a
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coloracdo de laminulas pelos corantes May Grunwald-Giemsa, possibilitaram visualizar as
mudancas morfoldgicas da levedura apos ser exposta aos antifungicos (FIGURAS 5 e 6). As
amostras de C. albicans expostas ao fluconazol e a anfotericina B apresentaram prejuizo na
filamentacdo da levedura (p < 0,01), o qual foi maior em C. albicans exposta a 0,250 pg/mL de
anfotericina B (%2 da 1Cqo0) que exibiu reducéo percentual na filamentacdo da levedura igual a
46,32% * 4,21% quando comparada com as amostras de C. albicans cultivadas na auséncia de
antifangicos (FIGURA 5). As amostras de levedura cultivadas na presenca de macréfagos e
expostas a 0,125 pg/mL de anfotericina B (%2 da 1Cg0) mostraram reducdo na filamentacéo igual
a 20,00% * 2,79% quando comparadas as amostras de C. albicans cultivadas na auséncia de
antifungicos. As amostras de levedura cultivadas na presenca de macréfagos e 0,125 pg/mL e
0,250 pg/mL de fluconazol, respectivamente ¥ e % da ICso do antiflngico, apresentaram
reducdo na filamentacdo de 11,93% + 2,19% e 23,16% + 2,11% quando comparadas com as

amostras de C. albicans cultivadas na auséncia de antifangicos.

Figura5— Porcentagem média e desvio padréo da filamentacéo de Candida albicans ap6s cultivo na
auséncia ou presenca de macréfagos e exposicdo a antifungicos.
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Fonte: Do autor.

Legenda: C: Candida albicans; MC: C. albicans cultiva na presenca de macrofagos; MCuyue: C. albicans
cultivada na presenca de macrofagos e 0,125 pg/mL (Y4 da I1Cso) de fluconazol; MCuy.r: C. albicans
cultivada na presenca de macrdfagos e 0,250 pg/mL (Y2 da ICso) de fluconazol; MCyua: C. albicans
cultivada na presenca de macréfagos e 0,125 pg/mL (¥ da ICy) de anfotericina B; MCy2a: C. albicans
cultivada na presenca de macrdfagos e 0,250 pg/mL (Y4 da ICg) de anfotericina B; ** ***: escala
crescente de significancia estatistica, segundo Teste de Tukey com intervalo de 99% de confianca,
amostras significativamente diferentes das amostras ndo expostas aos antiflingicos.
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Figura 6 — Microscopia dptica de C. albicans cultivadas na presenca ou auséncia macréfagos e expostas
ou ndo a antifungicos apds incubagdo a 37°C e atmosfera de 5% de CO; por 1 hora,
visualizados na em placa de cultivo com RPMI 1640 suplementado e microscépio 6ptico

invertido na objetiva de 40x.

Fonte: Do autor.

Legenda: (A) Candida albicans; (B) C. albicans cultiva na presenca de macrofagos; (C) C. albicans
cultivada na presenca de macréfagos e 0,125 pg/mL (Y4 da ICso) de fluconazol; (D) C. albicans cultivada
na presenca de macrofagos e 0,250 pg/mL (Y2 da ICso) de fluconazol; (E) C. albicans cultivada na
presenca de macrofagos e 0,125 pg/mL (% da 1Cg) de anfotericina B; (F) C. albicans cultivada na
presenca de macrdfagos e 0,250 pug/mL (Y2 da 1Cq) de anfotericina B.

Observacdo semelhante foi feita em um estudo que mostrou as mudancas morfoldgicas
em C. albicans expostas a 0,5 mg/L fluconazol, afetando também a integridade da membrana e

parede celular fungica. Culturas tratadas com fluconazol cresceram predominantemente na
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forma de levedura com alguns aglomerados de células de levedura ndo dissociadas e poucas
pseudo-hifas e hifas estavam presentes em comparagdo com o controle ndo tratado, o qual
consistia de uma mistura de levedura, pseudo-hifas, e hifas (SORGO et al., 2011).

Candida albicans cultivadas em meios de cultura com apenas 0,1 pg/mL de fluconazol
ou concentragfes mais elevadas sdo eficazes na reducdo da formacdo de hifas em isolados
susceptiveis. No entanto, a formagdo de hifas em isolados resistentes podem néo ser afetada
pela presenca de fluconazol, a ndo ser na presenca de fluconazol em concentracbes de
100 pg/mL ou maiores (HA; WHITE, 1999). Atualmente o documento M27-S4 do CLSI (2012)
preconiza que sejam consideradas resistentes ao fluconazol os isolados de C. albicans que
apresentem MIC > 8 ug/mL para leitura apds 24 horas do teste.

Sabe-se que anfotericina B pode inibir o crescimento de C. albicans na sua forma
filamentosa (GIL; PEREZ-DIAZ; NOMBELA, 1994). Pesquisas mostraram que culturas de
C. albicans expostas a 4 pg/mL e 10 ug/mL desse antifingico exibiram inibicdo na formacéo
de hifas pela levedura (BARODKA et al., 2006; THEBERGE et al., 2013) . Comportamento
semelhante ao observado neste trabalho, em que as concentracfes subinibitérias de 0,125 e

0,250 pg/mL de anfotericina B prejudicaram a filamentacao da levedura.

44  QUANTIFICACOES DE RNA E cDNA

Apbs purificacdo das amostras de RNA com DNase | obteve-se amostras de RNA com
11 pL e concentracbes que variaram entre 200-300 ng/pL, e relacdo 260/280 variando entre
1,90-2,11 com média igual a 1,97. E ap0s reacdo de transcricao reversa as amostras de cDNA
foram quantificadas para padronizacdo da quantidade de cDNA empregado na gPCR. As
amostras variaram entre 1000-1575 ng/uL e relacdo 260/280 variando entre 1,78-1,83 com
média igual a 1,80.

A leitura em espectrofotdmetro a 280 nm pode revelar contaminacao por proteinas, pois
nesse comprimento de onda as ligagdes peptidicas das proteinas fluorescem. Para avaliar o nivel
de pureza dos acidos nucleicos na amostra, fazem-se leituras a 260 e 280 nm, analisando-se a
relagdo 260/280. Se o resultado obtido estiver entre 1,8 e 2,0, a amostra se encontra em boas
condigdes de analise, contendo pouca interferéncia de proteinas (MOLINARO, 2013). Sendo a
relacdo 260/280 de aproximadamente 1,8 geralmente aceito como "puro” por DNA; e
aproximadamente 2,0 geralmente aceito como "puro” para 0 RNA (THERMO SCIENTIFIC,

2012). Caso a leitura seja menor do que 1,6 € necessario novo processo de purificacdo dos
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acidos nucleicos (MOLINARO, 2013). Portanto, as amostras dessa pesquisa foram
consideradas adequadas para realiza¢do da qPCR.

4.5 REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE QUANTITATIVA

A gPCR possibilitou analisar a da expresséo génica diferencial de SAP2 e SAP4 em

C. albicans cultivadas em diferentes condicdes, e 0s resultados estdo descritos a seguir.

4.5.1 Expressao do gene SAP2 em linhagem padréo de C. albicans ATCC 10231.

A andlise dos resultados da gPCR mostrou regulacéo positiva (p < 0,01) para o gene
SAP2 em C. albicans cultivadas na presenca de macréfagos (MC), com média 4,83 + 2,05 vezes
maior que as amostras de C. albicans controle (C) cultivadas na auséncia de macrofagos e nas
mesmas condigOes de temperatura e atmosfera (FIGURA 7).

Em relacdo a exposicdo a antifungicos, verificou-se aumento significativo (p < 0,01) na
expressao génica de SAP2 apds exposicdo ao fluconazol e ndo significativo (p > 0,01) apds
exposicao a anfotericina B. As amostras de C. albicans incubadas na presenga de macréfagos
e 0,125 pg/mL e 0,250 pg/mL de fluconazol, respectivamente ¥ e ¥ da ICso do antiflngico,
expressaram 5,42 £ 1,21 e 8,51 + 1,24 vezes mais SAP2 que as amostras de C. albicans controle.
As amostras de C. albicans expostas a 0,125 pg/mL e 0,250 pg/mL de anfotericina B (Y2 e %2
da 1Cg0 do antiflingico) expressaram, respectivamente, 1,37 + 0,27 e 1,66 + 0,38 vezes mais
SAP2 que as amostras controle (FIGURA 7).

Comparando as amostras de levedura cultivadas na presenca de macréfagos e expostas
aos antifungicos com as amostras cultivadas na presenca de macr6fagos mas ndo expostas aos
antifungicos (MC) foi observado diferencas estatisticas (p < 0,05) na expressédo de SAP2 em
C. albicans. A exposicao a 0,250 pug/mL de fluconazol (MCy/2r) revelou regulagéo positiva na
expressao de SAP2 com média 3,68 + 2,07 vezes maior que nas amostras MC. Entretanto, a
exposicdo a anfotericina B revelou regulacdo negativa na expressdo de SAP2 nas amostras
MCusa € MCy2a, com médias respectivamente iguais a 3,46 + 2,08 e 3,17 + 2,14 vezes menor

qguando comparadas as amostras MC.
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Figura 7 — Expresséo diferencial do gene SAP2 em Candida albicans cultivada na presenga ou auséncia
macro6fagos e expostas ou ndo a antifingicos, incubadas a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO,

por 1 hora.
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Fonte: Do autor.

Legenda: C: Candida albicans; MC: C. albicans cultiva na presenca de macrofagos; MCuue: C. albicans
cultivada na presenca de macréfagos e 0,125 pg/mL (¥4 da 1Cso) de fluconazol; MCue: C. albicans
cultivada na presenca de macréfagos e 0,250 pg/mL (Y2 da ICso) de fluconazol; MCyusa: C. albicans
cultivada na presenca de macréfagos e 0,125 pg/mL (¥ da ICy) de anfotericina B; MCia: C. albicans
cultivada na presenca de macrofagos e 0,250 pg/mL (Y4 da 1Cq) de anfotericina B; * ** ***: escala
crescente de significancia estatistica, segundo Teste de Tukey com intervalo de 99% de confianca,
amostras significativamente diferentes das amostras controle (C).

O gene SAP2, codificador da isoenzima Sap2p, foi regulado positivamente pelo contato
das células fungicas com os macrofagos, sendo ou ndo fagocitadas, uma vez que, ndo foi
possivel separar as células de levedura que foram cultivadas na presenca de macréfagos
daquelas que foram efetivamente fagocitadas pelos macrofagos. Tavanti et al. (2006) também
observaram regulacdo positiva qualitativa na expressdo de SAP2 em isolados orais de
C. albicans apos 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 concentragfes subinibitorias fluconazol regulou
positivamente a expressdo de SAP2. Similar a estudos anteriores como de Copping et al. (2005)

que utilizaram concentracdes de 0,5 e 1 pg/mL de fluconazol em isolados de C. albicans e
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observaram aumento na expressdo de SAP2 em relacdo ao aumento da dose do antifingico,
assim como Wu et al. (2000) que também observaram aumento na secrecdo de isoenzimas
Sapp em isolados de C. albicans ap6s exposicdo a % e %2 MIC de fluconazol e regulacéo positiva
para SAP2. E ainda, similar a resultados recentes do nosso grupo de pesquisa em que C. albicans
expostas a concentracdes subinibitorias de fluconazol também mostrou aumento na expressao
de SAP2, cerca de 2 vezes maior que as amostras ndo expostas (SILVA et al., 2015).

Embora a exposicdo da levedura a anfotericina B ndo tenha apresentado diferenca
significativa em relacdo as amostras de C. albicans controle (C) ndo expostas a macrofagos e
antifungicos, C. albicans exposta a anfotericina B apresentou regulacdo negativa para SAP2
(p < 0,05) em relacdo as amostras de leveduras cultivadas em contato com macro6fagos (MC)
(FIGURA 7). Semelhantes a esses resultados aqui apresentados, estudos recentes mostraram
reducao na expressao de SAP2 em C. albicans ATCC 64548 exposta a ¥ da ICgo de anfotericina
B, de aproximadamente 4 vezes, quando comparada as amostras de levedura ndo expostas aos
antifungicos (SILVA et al., 2015).

Os genes SAP1-3 sdo positivamente reguladas durante infecgdes, sendo que SAP2 é um
dos genes mais expressos em candidiases oral e vaginal (NAGLIK et al., 2008). Além disso,
Sap2p pode induzir modulacdo imune e foi utilizada com sucesso como um imundgeno para
reduzir candidiase de mucosas em modelos animais (VILANOVA et al., 2004).

Em relagdo a utilizagdo de ACT1 como gene normalizador, nesse trabalho a média e
desvio padréo dos C: de ACT1 das amostras em diferentes condigdes de cultivo foi igual a 37,63
+ 0,93, ou seja, variou menos de 2 ciclos. O gene ACT1 é muito utilizado como gene enddgeno
controle em expressdo génica de Candida spp. e ndo é regulado durante a morfogénese, o que
possibilitou seu uso neste trabalho (DELBRUCK; ERNST, 1993; LACKEY et al., 2013;
LEUKER; HAHN; ERNST, 1992; MARTIN et al., 2013; NAGLIK et al., 2008; NASEEM,;
ARAYA; KONOPKA, 2015; STANISZEWSKA et al, 2014; VINCES; HAAS;
KUMAMOTO, 2006).

4.5.2 Expresséo do gene SAP4 em linhagem padréo de C. albicans ATCC 10231

A anélises dos resultados da gPCR mostrou regulacdo positiva para o gene SAP4
(p < 0,001) em C. albicans cultivadas na presenca de macrofagos (MC), com media
10,34 = 0,90 vezes maior que as amostras de C. albicans (C) cultivadas na auséncia de

macrofagos e nas mesmas condigfes de temperatura e atmosfera (FIGURA 8).
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Figura 8 — Expressdo diferencial do gene SAP4 em Candida albicans cultivada na presenca ou
auséncia macrofagos e expostas ou ndo a antifungicos, incubadas a 37°C, sob
atmosfera de 5% de CO; por 1 hora.

z 15~
<

)

E TR

5

o 10+ '

-

=

2

E o * % * ¥k L)

- =h = —— *k
= = ——

= o ———

s ::: ————

E EE: ———

& ':. - [} - '
= C & & > >

?;h *'VC \?l *\CI \' ’ *\-CI \"I‘L \C'\q‘
- - -~ -~
Amostras

Fonte: Do autor.

Legenda: C: Candida albicans; MC: C. albicans cultiva na presenca de macréfagos;
MCuuse: C. albicans cultivada na presenca de macréfagos e 0,125 pg/mL (Y da 1Cso) de fluconazol;
MCa.¢: C. albicans cultivada na presenca de macréfagos e 0,250 pg/mL (Y2 da 1Cso) de fluconazol;
MCaua: C. albicans cultivada na presenga de macrofagos e 0,125 pg/mL (Y4 da I1Cqo) de anfotericina B;
MCaa: C. albicans cultivada na presenga de macrofagos e 0,250 pg/mL (Y4 da ICq) de anfotericina B;
**: significancia estatistica, segundo Teste de Tukey com intervalo de 99% de confianca, amostras
significativamente diferentes da amostra (MC); ***: significancia estatistica, segundo Teste de Tukey
com intervalo de 99% de confianga, amostra significativamente diferente da amostra controle (C).

Em relacdo a exposic¢do a antifangicos, C. albicans incubada na presenca de macrofagos
e 0,125 pg/mL e 0,250 pg/mL de fluconazol, respectivamente ¥ e % da ICsp do antifingico,
expressaram 4,44 + 0,36 e 2,77 £ 2,11 vezes mais SAP4 que o controle (C). As amostras de
C. albicans expostas a 0,125 pg/mL e 0,250 pg/mL de anfotericina B (Y2 e % da ICg do
antifngico) expressaram, respectivamente, 3,16 + 1,86 e 3,03 + 0,99 vezes mais SAP4 que as
amostras controle (C) (FIGURA 8). Entretanto, esse aumento na expressao génica de SAP4 nas
amostras expostas aos antifungicos se comparadas as amostras controle (C) nédo foi

significativamente diferente (p > 0,05).
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Contudo, comparando as amostras de levedura cultivadas na presencga de macrdfagos e
expostas aos antifungicos com as amostras cultivadas na presenca de macrofagos mas nao
expostas aos antifungicos (MC) foi observado diminuicéo significativa (p < 0,01) na ordem de
2,33 a 3,73 vezes menor na expressao de SAP4 em C. albicans exposta aos antifungicos.
Possivelmente, o contato da levedura com macrofagos aumente a expressdo desse gene,
enquanto que a exposi¢do aos antifungicos pode inibir parcialmente a expressdo do mesmo.

A expressdo diminuida de SAP4 nas amostras de levedura cultivadas na presenca de
macrofagos e expostas a concentracdes subinibitdrias de antifingicos pode estar relacionada ao
prejuizo na filamentacgdo de C. albicans causado pelos antifingicos. Os antifungicos fluconazol
e anfotericina B podem prejudicar ou inibir a formacao de hifas em C. albicans (BARODKA
etal., 2006; GIL; PEREZ-DIAZ; NOMBELA, 1994; SORGO et al., 2011).

Esta regulacdo negativa pode ser comparavel a observada em um estudo com
C. albicans expostas a concentragdo de 1 pg/mL de anfotericina B e cultivadas na auséncia de
soro fetal de vitelo por 6 horas a qual ndo mostrou formacao de hifas e expressou 5 vezes menos
SAP4 que o controle sem antifungico (THEBERGE et al., 2013).

Contrariamente aos resultados aqui apresentados, C. albicans exposta a 0,25 pg/mL de
fluconazol e cultivadas em meio RPMI 1640 na auséncia de soro por 2 horas apresentaram
formagé&o de hifas e pseudo-hifas e regulacdo positiva dos genes associados a viruléncia SAP4,
SAP5 e SAP6, respectivamente, por uma média de 5,2 vezes, 3,5 vezes e 4,9 vezes (BARELLE
et al., 2008). Candida albicans exposta a 1 pg/mL de anfotericina B e cultivadas na presenca
de soro fetal de vitelo por 6 horas para inducdo de hifas expressaram 2,5 vezes mais SAP4 que
o0 controle sem antifungicos, porém os dados ndo mostraram se realmente houve formacao de
hifas (THEBERGE et al., 2013). Possivelmente, a concentracdo de antifingicos e o tempo de
contato sdo determinantes para prejudicar ou inibir a filamentacédo da levedura.

O contato de C. albicans e macrofagos pode ter aumentado o estresse da levedura com
consequente aumento na expressao de SAP4. Este resultado pode ser comparado com estudos
anteriores, em que, a expressdo de SAP4 relaciona-se diretamente ao processo de fagocitose,
uma vez que, nessas condicdes, C. albicans formam hifas como forma de defesa, escape e
destruicdo de macrofagos (BORG-VON ZEPELIN et al., 1998). Os genes SAP4-6 sdo
estimulados durante a mudanca de C. albicans de levedura para hifas e esses genes sé@o
conhecidos por contribuirem na invaséo de tecidos do hospedeiro (THOMPSON; CARLISLE;
KADOSH, 2011). A expressao 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 expressdo de SAP4 é fortemente regulada
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de forma positiva ap6s 1 a 3 horas em ensaios in vitro, quando a filamentacéo de C. albicans é
estimulada pela presenca de soro (NAGLIK et al., 2008).

A expressdo de SAP4 pode ter correlacdo com o processo de fagocitose, o qual,
possivelmente, funcione como estimulo as células de C. albicans a expressar o gene SAP4
(BORG-VON ZEPELIN et al., 1998). Entretanto, SAP2 é um dos genes SAP mais comumente
expressos em C. albicans e, como observado em diversos estudos, sua expressao independe da
fagocitose ou diferenciagdo morfologica e pode ocorrer em células fingicas que passaram por
condicdes de estresse bem como o contato com concentracdo subinibitdrias de antifungicos,
como o fluconazol (COPPING et al., 2005; NAGLIK et al., 2003, 2008).

Assim, conhecer o perfil de expressdo génica de C. albicans durante processos
infecciosos pode auxiliar no direcionamento para esquemas terapéuticos mais eficazes,
principalmente em dmbito hospitalar, onde se espera encontrar individuos com o sistema imune

debilitado e mais propensos as infec¢Ges invasivas por C. albicans.
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5 CONCLUSOES

O contato entre C. albicans e macrofagos aumenta a expressao dos genes SAP2 e SAP4.
A exposicdo de C. albicans a concentra¢fes subinibitérias de fluconazol pode aumentar a
expressdo de SAP2 e diminuir a expressao de SAP4. Entretanto, a exposigédo de C. albicans a
concentracdes subinibitdrias de anfotericina B pode diminuir a expresséo tanto de SAP2 quanto
de SAP4. Além disso, a exposi¢cdo da levedura aos antifungicos prejudicou o processo de
filamentacéo.

Ambos o0s genes SAP2 e SAP4 sdo relacionados como fatores de viruléncia de
C. albicans, e quando em contato com células do sistema imune, como em infec¢des fungicas
invasivas, podem estimular as leveduras a aderir, filamentar e invadir tecidos do hospedeiro.
Assim, compreender sua expressdo génica na patogénese fungica pode ajudar na pesquisa e
desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento de candidiases, contribuindo assim
para a reducdo da incidéncia de morbidade e mortalidade associada a infec¢bes fangicas

invasivas.
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