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Alonso GC. Avaliacdo, desenho e padronizagdo de primers para genes de viruléncia de
Candida albicans e sua expressdo em isolados clinicos submetidos a terapias antifingicas.
[Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

RESUMO

Este estudo avaliou longitudinalmente a expressdo de genes de viruléncia de isolados clinicos
de Candida albicans de pacientes com candidose oral tratados com Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana (aPDT) ou Nistatina (NIS). Inicialmente, a especificidade de primers da
literatura e novos primers desenhados para os genes de viruléncia de C. albicans ALS1,
CAP1, CAT1, EFG1, HWPL, LIP3, PLB1, SAP1, SAP4, SOD1, SOD5 e ACTL1 (gene de
controle) foi avaliada através de analises in silico e in vitro. Para a analise in silico, foi
realizada uma busca no Pubmed por artigos com sequéncias de primers que avaliaram a
expressao génica de C. albicans. Em seguida, a homologia dos primers foi analisada (BLAST
e ClustalW?2) assim como a presenca de estruturas secundarias (Mfold). Novos primers foram
desenhados (Beacon Designer™) a partir de sequéncias obtidas do "Candida Genome
Database™. Os primers foram sintetizados e testados in vitro pela técnica de PCR utilizando
um painel de DNA gendmico de diferentes espécies de Candida, com seus produtos
visualizados em gel de agarose. Reagdes de gPCR foram realizadas para determinar a
concentracdo Otima e a eficiéncia dos primers. Para a analise da expressdo génica, 0S
pacientes foram submetidos a aPDT [6 sessdes com aplicacbes do fotossensibilizador
Photoditazine™ (200 mg/mL) no palato e na protese por 20 minutos com posterior aplicagdo
de luz LED (660 nm — 50 J/cm?)] ou submetidos ao tratamento convencional [bochechos de
um minuto com 1 mL da solucdo de Nistatina (100.000 UI/mL) quatro vezes ao dia durante
15 dias]. Coletas microbioldgicas foram realizadas nos tempos Inicial (sem tratamento), Final
(pbs-tratamento) e 60 dias apds o inicio do tratamento. As amostras foram plaqueadas em
meio CHROMagar e as colénias (C. albicans) foram submetidas a extracao e purificacdo do
RNA. O cDNA foi sintetizado e a técnica de RT-gPCR realizada. Os dados da expressao
foram analisados por Andlise de Variancia para Medidas Repetidas Mista (oo = 0,05). Os
primers da literatura para os genes SAP1 e HWP1 foram especificos para C. albicans
enquanto o gene SOD1 reagiu com C. albicans e Candida dubliniensis. Os primers
delineados para os genes ACT1, ALS1 e HWP1 foram detectados apenas em C. albicans,
enquanto os primers para os genes CAP1, CAT1, EFG1, LIP3 e PLB1 foram detectados em

C. albicans e C. dubliniensis. Todos os primers apresentaram Melt Curves ideais, coeficiente



de correlacdo =1 e eficiéncia entre 90-110%, com slope =-3.3. Os dados mostraram que a
expressdo génica do gene CAT1 foi superior na coleta final em relagdo a coleta inicial para
ambos os grupos (p = 0,041). A expressdo do gene LIP3 foi reduzida significativamente da
coleta inicial para a final, independente do tratamento (p = 0,039). O gene SODL teve sua
expressao diminuida entre as coletas, independente do tratamento (p = 0,021). A expressao
dos genes PLB1 e ACT1 foi maior no grupo aPDT, independente das coletas (p < 0,01 ep =
0,046, respectivamente). Para os genes ALS1, CAPl, EFG1l, HWP1 e SAP1 ndo houve
diferenca estatistica entre as coletas independente do tratamento, os quais nao influenciaram a
expressao de tais genes (p > 0,05). Portanto, os dados mostram que 0s primers estdo
padronizados para analises de expressdo génica a partir de amostras clinicas e ndo ocorreram
diferencas significativas na expressdo dos genes de viruléncia de isolados clinicos de C.
albicans de pacientes tratados com aPDT quando comparados com os tratados com NIS,

exceto para os genes PLB1 e ACT1.

Palavras chave: Candida albicans, Biofilmes, Fotoquimioterapia, Expressao génica; Fatores
de viruléncia.



Alonso GC. Evaluation, design and standardization of primers for Candida albicans virulence
genes and their expression in clinical isolates submitted to antifungal therapies. [Dissertagéo
de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

ABSTRACT

This study evaluated longitudinally the expression of Candida albicans virulence genes on
clinical isolates from patients with oral candidiasis treated with Antimicrobial Photodynamic
Therapy (aPDT) or Nystatin (NIS). First, specificity of primers from the literature and newly
designed primers for C. albicans virulence genes ALS1, CAP1, CAT1, EFG1, HWP1, LIP3,
PLB1, SAP1, SAP4, SOD1, SOD5 and ACT1 (control gene) was evaluated through in silico
and in vitro analyzes. For in silico analysis, a Pubmed search was performed for studies with
primer sequences that evaluated gene expression of C. albicans. Then, the homology of these
primers was checked (BLAST and ClustalW2) as well as the presence of secondary structures
(Mfold). New primers were designed (Beacon Designer ™) from sequences obtained from the
"Candida Genome Database". The primers were synthesized and tested in vitro by PCR using
a panel of genomic DNA from different Candida species, with their products visualized on
agarose gel. gPCR reactions were performed to determine primers’ optimal concentration and
efficiency. For gene expression analysis, patients were submitted to aPDT (6 sessions with
applications of Photoditazine™ photosensitizer (200 mg/mL) on the palate and dentures for
20 minutes with subsequent application of LED (660 nm - 50 J / cm? )] or conventional
treatment [1 minute mouthwash with 1 mL of Nystatin solution (100.000 Ul/ mL) four times a
day for 15 days]. Microbiological cultures were taken at the initial (before treatment), final
(post-treatment) and 60 days after treatment initiation. The samples were plated in
CHROMagar medium and the colonies (C. albicans) were submitted to RNA extraction and
purification. The cDNA was synthesized and RT-gPCR technique was performed. Expression
data were analyzed by Analysis of Variance for Mixed Repeated Measures (o = 0.05). The
literature primers for the SAP1 and HWP1 genes were specific for C. albicans while the
SOD1 gene reacted with C. albicans and Candida dubliniensis. The designed primers for
ACT1, ALS1 and HWP1 genes were detected only in C. albicans, while the primers for
CAP1, CAT1, EFGL1, LIP3 and PLB1 genes were detected in C. albicans and C. dubliniensis.
All primers presented ideal Melt Curves, correlation coefficient of =1 and efficiency between
90-110%, with slope =-3.3. The data showed that the gene expression of CAT1 gene was

higher in the final culture compared to the initial culture for both groups (p = 0,041).



Expression of the LIP3 gene was significantly reduced from initial to final culture, regardless
of treatment (p = 0,039). The SOD1 gene had its expression decreased between the cultures,
regardless of the treatment (p = 0,021). The PLB1 and ACT1 genes expression was higher in
the aPDT group, independent of the cultures (p < 0,01 and p = 0,046, respectively). For the
ALS1, CAP1, EFG1, HWP1 and SAP1 genes, there was no statistical difference between the
cultures, independent of the treatment, which did not influenced the expression of such genes
(p > 0,05). Therefore, the data show that the primers are standardized for gene expression
analyzes from clinical samples and there are no significant differences on virulence gene
expression of clinical isolates of C. albicans from patients treated with aPDT when compared
to those treated with NIS, except for PLB1 and ACT1 genes.

Keywords: Candida albicans, Biofilms, Photochemotherapy, Gene expression, Virulence

factors.
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1 INTRODUCAO

A infeccdo de tecidos moles da cavidade bucal por Candida spp., denominada
candidose bucal, é a infeccio fingica mais frequente entre humanos™’2. Candida albicans é
considerada a espécie mais prevalente e patogénical“®’2, Alguns fatores predisponentes
podem acentuar a susceptibilidade do hospedeiro a infec¢do, tais como préteses mal ajustadas,
uso de antibioticos de amplo espectro e imunossupressores, terapias antineoplasicas e
portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)"*76,

A capacidade das diferentes espécies de Candida em desenvolver infeccdo nos seres
humanos parece ser mediada por diversos fatores de viruléncia, os quais podem ser
entendidos como as caracteristicas ou produtos microbianos que possibilitam a interacdo com
as células do hospedeiro causando algum tipo de dano 347, Os principais fatores de viruléncia
identificados nas espécies de Candida séo: adesdo e formacdo de biofilme em tecidos
humanos e superficies abidticas>%; e a producéo de enzimas hidroliticas com capacidade de
destruicao tecidual®.

Os biofilmes sdo comunidades de microrganismos aderidos a uma superficie,
organizados em camadas de células e envoltos em uma matriz polimérica extracelular®®. A
presenca dessa matriz e a organizacdo em camadas celulares tém sido sugeridas como fatores
contribuintes para a resisténcia dos biofilmes frente aos antifingicos, pois limitam a
penetracdo das drogas e protegem as células da resposta imunologica do hospedeiro’®. Dessa
forma, a adesao inicial das células de Candida aos tecidos ou outras superficies abidticas, a
posterior divisdo e proliferagdo celular e a subsequente formacdo de biofilme apresentada
pelas espécies de Candida estdo diretamente relacionadas a viruléncia destes microrganismos
e & sua capacidade de causar infecgdes?’.

A capacidade de adesdo das células de Candida ao hospedeiro, crucial na etapa de
formagéo do biofilme, parece ser mediada por diversas propriedades da parede celular como:
hidrofobicidade da parede celular; composicdo da mesma e sua carga molecular; e morfologia
do fungo?’. O gene ALS1 é responsavel por codificar a proteina de adesdo celular: adesina?®.
Ainda, este fungo possui a habilidade de adaptacdo as alteragbes no pH do ambiente,
flexibilidade metabdlica e resposta ao estresse oxidativo. A resposta ao estresse oxidativo
parece ser vital para a sobrevivéncia de C. albicans, uma vez que esse dano causa a morte
celular®. Como protecdo e em resposta ao estresse oxidativo, este fungo expressa genes

antioxidantes, entre eles CAP1, CAT1 e SOD1 que ativam vias que auxiliam na protegéo
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contra radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS do inglés reactive oxygen
SpECiES)21’26’4O‘46’83.

Além desses fatores, o gene EFGL1 regula a transcricdo de genes responsaveis pela
formacdo do biofilme®. A formagcéo de hifas, mediada pelo gene HWP1, facilita a adesdo e
invasdo do fungo no tecido do hospedeiro”’. A habilidade de C. albicans em formar hifa
auxilia este fungo a invadir o substrato em que estd aderido, transformando-o em sua forma
mais invasiva. Além disso, a forma alongada da hifa ajuda na translocacdo direcional de
Candida no hospedeiro, na consolidacdo da coldnia, na aquisi¢do de nutrientes e na formacao
de matrizes tri-dimensionais’. As lipases sdo enzimas que degradam lipideos e s&o
codificadas por varios genes, entre eles os LIP3, que permite o crescimento deste fungo em
lipidios, que sdo importantes fontes de carbono® o qual auxilia o crescimento do biofilme na
mucosa®®,

Por fim, a secrecdo de enzimas degradativas como as fosfolipases (por exemplo,
PLB1)*e as proteinases (por exemplo, SAP1)*® desempenha um papel importante na infeccio
por Candida spp., uma vez que sdo capazes de hidrolisar importantes constituintes da
membrana citoplasmatica da célula hospedeira, como por exemplo, fosfolipidios e proteinas.
Esse processo resulta na ruptura da membrana celular pelo microrganismo, permitindo a
invasdo do fungo nos tecidos do hospedeiro™ o que causa o aumento da viruléncia.

Visto os diversos mecanismos que o fungo se dispOe para contornar os tratamentos
contra a candidose, pode-se observar que C. albicans possui uma ampla gama de ferramentas
bioldgicas que permitem a invasdo deste fungo no tecido do hospedeiro, garantindo sua
sobrevivéncia no meio bucal, a formacdo de biofilme e sua protecdo contra a imunidade do
hospedeiro e as terapias antifingicas convencionais.

Os tratamentos direcionados a candidose bucal consistem na utilizacdo de terapia
antifangica topica® (polienos e os azois), medicacdo antifingica sistémica® (anfotericina B,
itraconazol e equinocandinas) e procedimentos de higienizaco e desinfeccdo das proteses®.
Embora esses medicamentos se mostrem eficazes no alivio dos sinais e sintomas clinicos da
infeccdo associada a Candida spp., na maioria das vezes, ndo eliminam totalmente o0s
microrganismos*3%4. Além disso, a saliva e movimentos da musculatura bucal agem como
agentes diluentes, os quais podem reduzir a dose do medicamento deixando-os em
concentragdes subterapéuticas®*’. Deste modo, ha uma frequente re-colonizagdo da mucosa
bucal pelos microrganismos apos o tratamento, o que leva a infecgdes recorrentes®. A terapia

antifangica sistémica é usualmente prescrita a pacientes com saude geral comprometida e nos
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episodios de infecces recorrentes®®. No entanto, a utilizagdo destes medicamentos pode
promover o desenvolvimento de hepatotoxicidade e resisténcia antifiingica’.

Diante dos problemas associados a capacidade das espécies de Candida em
desenvolver infeccdo, a Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (do inglés “Antimicrobial
Photodynamic Therapy” - aPDT) tem sido sugerida como um método alternativo na
inativacdo de Candida spp. e para o tratamento de infeccdes fangicas superficiais>318L, Com
resultados positivos, essa terapia tem sido muito estudada no tratamento das infeccbes
fungicas bem como no tratamento do cancer®. Em linhas gerais, o processo fotodindmico
demanda a utilizagdo de um agente fotossensibilizador (FS), a aplicacdo de uma luz que seja
correspondente a banda de absorcdo do FS, e a presenca de oxigénio??*l. Inicialmente, a
célula-alvo deve ser tratada com o FS de absorcdo maxima de luz especifica, num processo
conhecido como fotossensibilizacdo. Em seguida, uma fonte de luz deve ser acionada para a
iluminacdo do alvo sensibilizado. A interacdo da luz de comprimento de onda adequado com
o FS, na presenca de oxigénio, resulta em espécies ROS capazes de induzir a inativacdo
celular®. Tem sido sugerido que esse mecanismo envolve a absorcéo de fotons da fonte de luz
pelo FS, o que leva seus elétrons a um estado excitado. Na presenca de oxigénio, o FS
excitado pela luz pode reagir com moléculas vizinhas, por meio da transferéncia de elétrons
ou hidrogénio (reacdo do tipo I) ou pela transferéncia de energia ao oxigénio (reagéo do tipo
1), levando a producdo de espécies ROS®. Ambos os caminhos podem levar a morte celular.

Diferentes tipos de FSs de primeira geracdo foram utilizados em estudos anteriores,
incluindo as porfirinas’?°. Atualmente, os FSs de segunda geracdo tém sido avaliados'’*>"8 e
entre esses compostos estdo as clorinas, que sdo FSs que apresentam forte banda de absorcao
na regido vermelha do espectro fotomagnético. O Photodithazine® (PDZ), derivado de uma
clorina e6, é extraido da cianobactéria Spirulina platensis - e apresenta alto rendimento
quantico de formacio de oxigénio singlete’®. Em estudos preliminares in vivo, Carmello et
al.> em 2015, demonstraram que a associagdo do PDZ (100 mg/L) e luz LED (aPDT) foi
eficaz na inativacdo do fungo apos uma aplicacdo da terapia, a qual reduziu 4,36 logio de C.
albicans presente em lesdes induzidas em lingua de camundongo. A aPDT foi caracterizada
como eficaz na inativacéo de C. albicans sem causar qualquer efeito nocivo sobre os tecidos
do hospedeiro’?. Outro estudo conduzido por Carmello et al.!* (2016) demonstrou a
efetividade da aPDT mediada pelo PDZ no tratamento de candidose induzida em lingua de
camundongo. Neste estudo 0s autores observaram que aplicagOes sucessivas da aPDT e NIS

promoveu reducdo de 3 e 3,2 logsio, respectivamente, 24h ap6s o tratamento. Os animais
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submetidos a aPDT também apresentaram remissdo completa das lesdes orais, enquanto que
0s animais tratados com Nistatina apresentaram remisséo parcial de lesdes orais em ambos 0s
periodos avaliados. Adicionalmente, a aPDT induziu a expressdo de TNF-a quando
comparado com o controle (sem FS e sem luz) 24 h e 7 dias apds o tratamento'?.

Segundo a literatura, alguns estudos indicam que a aPDT pode diminuir a biomassa de
biofilmes®*32, Ja foi mostrado que, embora biofilmes microbianos ndo tenham sido
completamente inativados pela aPDT, esta ocasionou a remoc¢do das camadas celulares mais
externas dos biofilmes*®. Este mecanismo de ac&o sugere que sucessivas aplicacdes de aPDT
podem tornar o biofilme mais susceptivel as terapias antifungicas convencionais. Porém, os
efeitos que as aplicacdes de aPDT podem causar aos genes responsaveis pela expressao de
fatores de viruléncia de C. albicans ainda ndo foram avaliados.

Muitas técnicas tém sido utilizadas para caracterizar os principais fatores de viruléncia
responsaveis pelo aparecimento e desenvolvimento da infeccdo no hospedeiro. Entre elas, esta
a técnica de gPCR (Quantitative Polimerase Chain Reaction) que vem sendo promissora para
quantificacdo da expressdo de genes envolvidos em determinado processo.

A técnica de PCR foi desenvolvida por Kary Mullis e co-autores na década de 80,
descoberta que proporcionou a Kary Mullis o Prémio Nobel em Quimica no ano de 1993,
RT-PCR € uma técnica de transcri¢do reversa em que RNA é transformado em cDNA. Esse
cDNA pode ser utilizado para quantificacdo da transcricdo de genes de interesse por método
de PCR quantitativo (QPCR). Esta técnica tem sido muito utilizada na biologia molecular por
sua eficacia, especificidade e fidelidade!* uma vez que quantifica e ndo apenas avalia
qualitativamente a expressdo génica, o que faz do qPCR o método de escolha em biologia
molecular. Entretanto, dentre os critérios que devem ser tomados para que 0 ensaio de qPCR
seja adequadamente realizado, destaca-se a obtencdo de um anelamento especifico dos
primers®®. Os primers sdo sequéncias de &cidos nucléicos que agem como iniciadores da
reacdo, tendo como caracteristica ideal o anelamento em uma regido tnica do DNA molde (do
genoma) a ser estudado para que ndo haja reacdo cruzada com outras espécies ou outros genes
da espécie em estudo.

Para isto, a reacdo de gPCR requer um par de primers, constituido por Forward (F) e o
Reverse (R). Estes sdo um fator critico e devem apresentar sequéncias especificas para que
ocorra uma amplificacdo fidedigna do DNA alvo’®84, A andlise da especificidade dos primers
para 0s genes a serem estudados é de extrema importancia uma vez que sendo especificos,

garantem especificidade e fidelidade a técnica. Para isso, primers com boas caracteristicas sdo
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essenciais para resultados confidveis, fundamentados, e sensiveis a expressao génica. Essa
andlise da especificidade dos primers muitas vezes é desconhecida, diminuindo assim a
sensibilidade e fidelidade dos resultados®®. Em consequéncia da negligéncia dessa analise, 0s
primers podem quantificar a expressao de outros genes que ndo sdo os do objetivo do estudo,
além de outras espécies de microrganismos, alterando assim a viabilidade dos resultados,
principalmente quando as amostras provém de pacientes, nas quais podemos encontrar
variacdes de uma mesma especie.

Adicionalmente, os parametros a serem considerados para o desenho de um primer
promissor para qPCR s&o: tamanho do primer (entre 18-24bp)'%®; temperatura de anelamento
(Tm) que devem estar entre 52-58°C%; auséncia de estruturas secundarias (hairpin, cross
dimer)®"8%; e porcentagem de pares de bases G (guanina) e C (citosina) entre 40-60%%¢’.
Além da padronizacdo dos primers para sua utilizacdo em ensaios clinicos, avaliar a
expressdo fidedigna dos genes de viruléncia de micro-organismo responsavel por infeccdo em
pacientes submetidos a duas terapias distintas, uma convencional (Nistatina) e outra em
estudo (aPDT), é de grande importancia. A analise da expressdo dos genes de viruléncia pode
esclarecer os efeitos da terapia em estudo no tratamento das infec¢Bes fungicas, tais como
candidose oral, elucidando seus efeito nos micro-organismos responsaveis pela infecgéo,

como por exemplo a diminuicdo da viruléncia e reducgéo da patogenicidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infeccdes causadas por espécies de Candida

Em 1994, Scully et al.”®, em uma revisdo de literatura sobre a candidose oral
afirmaram que espécies de Candida sdo comumente isoladas da cavidade oral, sendo C.
albicans a mais prevalente. Outras espécies como Candida glabrata, Candida tropicalis e
Candida guilliermondii, embora menos frequentes, também foram isoladas da cavidade oral
estando associadas a infec¢es. Segundo os autores estes fungos sofrem dimorfismo, podendo
ser encontrados tanto na forma de levedura quanto na forma de hifas (exceto C. glabrata).
Estes microrganismos vivem em relacdo de comensalismo na cavidade oral e s&o
considerados patdgenos oportunistas desenvolvendo infec¢do, principalmente, em pacientes
imunocomprometidos. Um aspecto importante citado neste estudo € que a microbiota esta
associada diretamente com doengas sistémicas, alteraces hormonais dos pacientes, e 0 uUso
constante de medicacBes como corticosteroides e antibidticos, assim como em usuarios de
protese e aqueles que possuem habitos alimentares e/ou higiene oral deficiente. Nesta reviséo
também foram levantados estudos que analisaram os fatores que interferem na patogenicidade
da C. albicans, sendo eles: as enzimas, como fosfolipases e proteinases; variacdes da
temperatura; sua capacidade de adesdo tanto nas células do hospedeiro, quanto em resinas
acrilicas; e variagdes no pH. Os autores também demonstraram que, com 0 surgimento da
sindrome da imunodeficiéncia humana (AIDS), pacientes foram severamente acometidos por
essa infeccdo, emergindo a resisténcia antifingica das espécies de Candida. Adicionalmente,
foram relatados outros trabalhos que demonstraram 0s sinais clinicos comuns da candidose
oral, assim como outras varia¢@es clinicas como a candidose eritematosa ou atréfica. Segundo
esses trabalhos, o tratamento para candidose oral tem mostrado resultados transitérios uma
vez que a medicacdo utilizada, principalmente do tipo azol, tem causado resisténcia a esses
microrganismos, fazendo com que ocorram recidivas da infecgdo. Assim, 0s autores sugerem
gue com o aumento das infecgdes orais causadas por Candida spp. e da resisténcia que esses
patdgenos desenvolvem frente aos antifingicos, novas terapias precisam ser investigadas para
futuras aplicacdes.

Um estudo clinico comparando trés diferentes tratamentos para estomatite protética foi
realizado por Kulak et al.*® (1994). Neste estudo os autores dividiram 45 pacientes em trés

grupos nos quais as lesdes eram estudadas clinicamente e micologicamente. No primeiro,
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pacientes foram tratados com 50 mg de fluconazol em tablete diariamente por duas semanas.
O segundo grupo de pacientes foi orientado a fazer aplicagdes de solucéo de clorexidina a 2%
na superficie da prétese duas vezes por dia em conjunto com a medicacdo de fluconazol por
duas semanas. O terceiro grupo recebeu novas proteses sem nenhuma medica¢do. Amostras
microbioldgicas foram coletadas do palato através de swabs e espatula de metal antes dos
tratamentos, posterior a finalizacdo dos tratamentos e duas semanas apds os tratamentos. Eles
encontraram que 87% do primeiro grupo responderam positivamente ao tratamento, 40%
foram curados e 47% tiveram melhora no quadro fungico com reducéo clinica da inflamagéo.
87% dos pacientes do segundo grupo também demonstraram resposta positiva ao tratamento,
nos quais 54% foram curados enquanto que 33% tiveram melhora. Este grupo também
demonstrou melhora clinica da inflamagdo. Do terceiro grupo, 33% tiveram uma pequena
melhora, onde 13% foi curado e 20% tiveram a reducédo da inflamacg&o, no entanto, sem cura,
além de ndo apresentar melhora significativa clinicamente. Em controle posterior, 0s autores
observaram reicidiva das lesdes, relatando que a incidéncia da recorréncia da infecgdo apds a
medicacdo apenas do fluconazol foi maior do que a recorréncia naqueles tratados com
fluconazol e clorexidina. Este ultimo tratamento, com associacdo de um antifungico e de um
antimicrobiano de amplo espectro, resultou em eliminacdo total de hifas nas coletas
microbioldgicas, mesmo que ainda houvessem blastoporos na maioria das amostras coletadas
dos palatos (vistos através de microscopia). Os autores entdo concluiram que o tratamento
realizado com fluconazol associado a clorexidina apresentou melhor resultado no quadro da
infeccdo flngica e ainda propuseram que este tratamento resultaria em cura mais permanente
da candidose oral.

Segundo McCullough et al.>!, em uma revisdo de literatura em 1996, C. albicans foi
caracterizada por ser uma levedura diploide, que sofre dimorfismo, e tem sido frequente em
hospedeiros imunocomprometidos, em especial, naqueles pacientes em idade avancada, que
apresentam alguma infecdo ou que estdo sob terapia imunossupressora. Nesta revisdo, 0s
autores descreveram a historia, a taxonomia e a epidemiologia deste importante fungo bem
como algumas caracteristicas que podem estar relacionados a sua viruléncia. Segundo eles, 0s
trés fatores de viruléncia mais estudados na época da publicacdo foram: fatores relacionados a
adesdo celular, a parece celular e a producdo de enzimas proteoliticas extracelulares. Alguns
métodos fenotipicos de diferenciacdo de cepas como sorotipagem, morfotipagem e métodos
genéticos também foram discutidos como mais relevantes naquela época para estudos de

viruléncia.



20

White et al.2, em 1998, delinearam o conhecimento sobre os fatores clinicos, celulares
e moleculares que contribuem para resisténcia fungica frente aos medicamentos. Segundo 0s
autores, a literatura demonstrou que a resisténcia fangica varia conforme a droga avaliada.
Um exemplo de mecanismo de acdo de um dos medicamentos, 0s agentes azois, que podem
contribuir para a resisténcia fangica dos microrganismos, é a inibicdo da biossintese do
ergosterol por esses medicamentos, alterando a funcdo de enzimas e a integridade da
membrana citoplasmatica. Com essa alteracdo, 0s microrganismos resistentes apresentam
mutacdes genéticas nas enzimas alvo do medicamento (envolvidas na formacdo do ergosterol)
diminuindo assim a concentracdo intracelular da droga. Os autores também afirmam que o
efeito fungistatico do medicamento, a dose de aplicacdo, a farmacocinética (absorcéo,
distribuicdo e metabolismo da droga) e as interacdes medicamentosas sdo parametros que
podem influenciar no surgimento de resisténcia dos microrganismos aos antifngicos, além de
fatores inerentes aos individuos como a imunidade, o local e severidade da infeccdo e a
presenca de fatores de risco, como as préteses. Embora muitos fatores que contribuem para a
resisténcia foram identificados pelos autores, hd apenas informacdes rudimentares sobre o
mecanismo pelo qual esses fatores contribuem para a resisténcia aos medicamentos. Os
autores concluiram que o avanco do conhecimento da resisténcia fangica pode auxiliar no
desenvolvimento de novas estratégias para o diagnostico e tratamento das infeccgdes, visto que
novas drogas existentes podiam continuar gerando mecanismos diferentes de resisténcia
fangica.

Uma revisdo sobre a candidose oral foi realizada no ano de 2001 pelos autores Akpan
e Morgan®. Segundo os autores, a candidose oral é a infeccdo mais comum entre os humanos
e, guando esta ndo é tratada, pode levar a ma nutricio e infeccdo generalizada.
Adicionalmente, os autores classificaram a candidose como: candidiase aguda, entre elas a
pseudomembranosa e a eritematosa; candidiase crdnica, que sdo as hiperplasicas, as induzidas
por préteses totais (eritematosa) e a glossite romboide mediana; e por Ultimo, ainda
classificam a quielite angular. Ainda nesta revisdo, os autores citaram alguns artigos que
estudaram a patogenicidade das espécies de Candida, ressaltando que quanto mais patogénico
o fungo, maior a capacidade de infeccdo do mesmo. Ainda ressaltaram que fatores locais e
sistémicos, como proéteses, mal funcionamento das glandulas salivares, cancer oral, diabetes,
fumo, idade, imunusupressdo, antibidticos e deficiéncias nutricionais podem acarretar no
aparecimento da candidose. Planejar o tratamento dos acometidos pela candidose oral

(conhecendo a historia do paciente, sua histéria médica e bucal e prescever tratamento
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antifungico adequado) podem garantir bom progndstico. Os autores finalizaram a revisdo
relatando que o diagnostico é geralmente realizado clinicamente e testes laboratoriais podem
ser feitos para excluir outras lesbes em potencial, além de enaltecer a importancia da
eliminacdo de fatores predisponentes a essa infeccao, além de boa higiene oral, para impedir o
surgimento da infeccéo.

No mesmo ano citado acima, Chandra et al.® (2001), avaliaram a formacdo de
biofilmes sobre dois substratos. O primeiro consistia em corpos de prova de metilmetacrilato
e 0 segundo, por sua vez, de silicone. Duas espécies diferentes tiveram a formacéo do
biofilme avaliada: C. albicans e Saccharomyces cerevisae. A metodologia aplicada consistiu
na utilizacdo de cepas padrdo e isolados clinicos que foram inoculados separadamente nos
corpos de prova. Os autores utilizaram técnicas para verificacdo do numero de células pela
reducdo de tetrazolium e pelo peso seco. A atividade metabdlica foi analisada por meio de
fluoréforos e microscopia confocal a laser. Outro teste realizado foi a avaliacdo da
susceptibilidade dos microrganismos a fluconazol, anfotericina B, nistatina e clorexidina em
diferentes concentragdes (0,5 a 256 mg/mL). Observou-se neste estudo que as leveduras, apds
a adesdo, sdo transformadas em comunidades celulares complexas e bem estruturadas,
envoltas por uma matriz de polissacarideos. Essa organizagdo leva o nome de biofilme, o qual
estabelece uma barreira de protecdo eficaz contra a terapia com antifingicos. Com a
metodologia do microscépio de fluorescéncia e confocal de varredura a laser, os autores
mostraram que os biofilmes de C. albicans sdo heterogéneos, formados por elementos
celulares e ndo celulares. Em ambos os modelos de formacdo, a medida que ocorria a
maturacdo do biofilme, a resisténcia fungica das células aumentava. Ao oposto da espécie de
C. albicans, S. cerevisae ndo apresentou capacidade de formar biofilme maduro, no entanto,
também se aderiu as superficies protéticas. Segundo os autores, com este estudo foi possivel
observar a existéncia de trés fases distintas da formacdo do biofilme, estas fases de
crescimento transformam blasporos aderentes em comunidades bem organizadas e envoltas
por uma matriz extracelular (biofilme). Segundo os autores este estudo descreveu a base da
investigacdo dos mecanismos moleculares da formacdo do biofilme de Candida albicans, bem
como sua biologia e resisténcia fingica, promovendo conhecimento para o desenvolvimento
de novas terapias para infeccdes provocadas por biofilme.

Ramage et al.°, em 2005, realizaram uma revisdo de literatura analisando a
capacidade de formacéo de biofilmes. Segundo os autores, a capacidade de C. albicans causar

infeccdo esta intimamente associada a sua capacidade de formacéo do biofilme, o qual é um
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fator de viruléncia determinante para a candidiase. A conformagao do biofilme, incluindo as
atividades celulares, resulta em resisténcia destes fungos a drogas antifingicas e promove
protecdo contra as defesas do hospedeiro, 0 que repercute em manifestacdes clinicas
importantes. Estudos envolvendo ensaios moleculares sobre a formacdo de biofilme
comegcaram a lancar luz sobre o entendimento do biofilme, incluindo o mecanismo de quorum
sensing o qual pode ser, no futuro, uma importante via para estratégias terapéuticas. Os
autores ainda citaram alguns estudos relevantes sobre a aplicacdo da técnica de “DNA
microarrays” e de tecnologias com técnicas protedbmicas para detalhar e facilitar a analise do
biofilme. Eles ainda sugerem que estudos futuros com biofilmes devem enfocar mais em
pesquisas in vivo com biofilmes mistos (bactérias-fungos) bem como na determinacdo da
capacidade de formacdo de biofilme de outras espécies de Candida, além de possiveis
investigacOes de novos materiais e estratégias preventivas que possam ser empregadas para
inibir a formacao de biofilme.

Em relacdo a formacéo de biofilme, Finkel e Mitchell?, em 2011 fizeram uma reviséo
de literatura para estudar o desenvolvimento de biofilme pelas espécies de Candida, em
especial de C. albicans, que é o fungo patogénico mais frequentemente isolado. Neste artigo,
0s autores constataram que, na grande maioria dos casos, infec¢des causadas pelas espécies de
Candida sao resultados da sua capacidade de formar biofilmes, principalmente em superficies
abidticas implantadas. Nesta revisdo, os autores discorreram sobre estudos que identificaram
genes que participam diretamente do desenvolvimento do biofilme por C. albicans, bem como
0 circuito regulatorio e a rede que controla a atividade e a expressdo génica da formacdo do
biofilme. Os autores citam que ambas as morfologias de C. albicans, levedura e hifa, tem um
papel Unico e crucial no processo de formacdo do biofilme. Ainda nesta revisao descrevem as
fases da formacdo do biofilme: adesdo de C. albicans em forma de levedura ao substrato (fase
de adesdo); proliferacdo celular e producdo de projecdes alongadas que sdo as formas
filamentosas de C. albicans, incluindo hifas e pseudohifas (fase de iniciacdo); formacao de
matriz extracelular, fazendo com que o biofilme adquira resisténcia medicamentosa (fase de
maturacgdo); e, por ultimo, células que se desprendem do biofilme e sdo dispersas para 0 meio
(fase de disperséo celular). Segundo os autores, tem sido descobertos novos mecanismos e
sinais que norteiam o desenvolvimento da formacdo do biofilme e sua associacdo com as
drogas resistentes. Além disso, foi ressaltada a importancia dos genes envolvidos nas
diferentes fases da formagéo do biofilme, gerando maior patogenicidade do microrganismo e

consequente resisténcia fungica. Entre outros genes citados no estudo estdo os de interesse:
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EFG1; ALS1 e ALS3 que codificam proteinas de adesdo expressas na fase de iniciacdo; e
HWP1, que codifica uma proteina da parede celular expressa na fase de inicia¢do e quando ha
a formacéo de hifas. Os sinais que influenciam a expressao génica na formacao do biofilme
ainda ndo sdo bem compreendidos. Os autores concluiram que embora muitos genes ja
tenham sido estudados, ainda hd uma lacuna muito grande no entendimento das vias de
expressao génica, 0 que representa uma oportunidade para estudos futuros.

Uma revisdo de literatura foi realizada em 2013 por Sardi, et al.”> com o objetivo de
discorrer sobre a epidemiologia, a patogenicidade, a formacdo de biofilme, os antifungicos
naturais e as novas estratégias antifungicas nas infecgdes causadas pelas espécies de Candida.
Eles ressaltam que a incidéncia das infecces fungicas causadas pelas espécies de Candida,
tem aumentado significativamente, contribuindo para a morbidade e mortalidade em pacientes
com tal infec¢do. Os autores justificam essa maior incidéncia pelo aumento da resisténcia
microbiana e o nimero restrito de drogas antifingicas, as quais apresentam grandes efeitos
colaterais. Ainda ressaltam que as espécies de Candida s&o os fungos mais patogénicos e que
causam infeccBes tanto na mucosa quanto infeccdes sistémicas. De acordo com os estudos
revisados pelos autores, as infecgdes associadas a esse patdgeno estdo relacionadas a sua
capacidade de formar biofilme, o qual pode ser caracterizado como comunidades altamente
organizadas, envoltos a uma matriz extracelular. Tal organizacdo estd associada com a alta
resiténcia antimicrobiana das espécies de Candida. A capacidade deste fungo em criar
resisténcia € um importante fator para as doencas nos humanos. Diante desses problemas, tem
aumentado o numero dos estudos com produtos naturais individualmente ou associados a
outras terapias. Além disso, 0s autores elencam outras estratégias alternativas e promissoras
para contornar tal situacdo, como por exemplo, o uso de nanoparticulas, anticorpos e, mais
recentemente, inativacdo fotodinamica para o tratamento de infec¢bes fingicas, a qual tem
sido muito estudada devido seu potencial terapéutico promissor. Os autores também concluem
que existe ainda a necessidade de procurar novos produtos com habilidades antifngicas
efetivas, devido aos efeitos colaterais adversos de medicamentos existentes, aumento de cepas
resistentes a agentes antifungicos convencionais e formacdo de biofilmes em implantes
médicos e tecidos.

Em 2013, Mayer et al.®°, descreveram uma revisdo sobre os mecanismos de
patogenicidade de C. albicans. Os autores ressaltam neste estudo que a espécie C. albicans
vive em comensalismo na microbiota humana. No entanto, em determinadas circunstancias,

como em pacientes idosos e usuarios de proteses, esse fungo pode causar infecgdes que
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variam desde infec¢fes superficiais até infeccBes sistémicas, ocasionando risco de morte.
Tanto para as infeccOes superficiais quanto para infecgfes sistémicas, o fungo C. albicans
depende de uma série de fatores de viruléncia e atividade celular que contribuem para sua
patogenicidade. Entre eles estdo: moléculas de adesdo que favorece a invasdo do fungo nas
células hospedeiras; a secrecdo das hidrolases; a transi¢cdo de levedura para hifa; a deteccdo de
contato e o tigmotropismo (crescimento do fungo envolto a um suporte apds estimulos
ambientais); a formacdo de biofilme; a mudanca fenotipica e uma gama de atributos de
atividade celular. Neste estudo os autores concluiram que compreender 0s mecanismos da
infeccdo e patogenicidade de C. albicans é crucial para diagnostico e desenvolvimento de
novas terapias antifungicas, ressaltando que o entendimento das vias dos fatores de viruléncia

deve ser o alvo para estudos futuros de tratamentos alternativos.

2.2 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana

Uma revisao critica da literatura sobre a Terapia Fotodindmica (PDT) foi realizada por
Konopka e Goslink*!, 2007. Nesta revisdo, foram citadas outras denominacdes desta terapia:
fotorradiacdo, fototerapia, ou photoquimio — terapia. Com este estudo, os autores afirmaram
gue o mecanismo de acdo da PDT consiste na utilizacdo de luz (em um comprimento de onda
adequado) para ativar um agente fotossensibilizador na presenca de oxigénio. A transferéncia
de energia do fotossensibilizador ativo, juntamente com o oxigénio disponivel, gera a
formacdo de espécies toxicas de oxigénio, entre eles o oxigénio singlete e radicais livres.
Estas espécies reativas de oxigénio afetam a estrutura dos lipideos, proteinas, acidos nucleicos
e outros componentes celulares. Ainda, os autores discorreram sobre o grande crescimento de
aplicacdes da PDT na odontologia principalmente no tratamento do cancer oral, na inativacédo
bacteriana e fungica, e na utilizacdo da terapia fotodindmica para diagnéstico (PDD) da
malignizacdo das lesdes orais. Ainda citou que o uso da PDT no tratamento da leucoplasia
oral, liquen plano e cancer de cabeca e pesco¢o apresentou resultados satisfatorios. Dentre os
beneficios e os maleficios, os autores citaram as seguintes vantagens do uso dessa técnica: nao
invasiva e ndo inconveniente para 0 paciente; trata seletivamente a area afetada; se ndo curar
totalmente a lesdo, pode melhorar a qualidade de vida do paciente bem como prolongar sua
sobrevivéncia; possue efeitos colaterais moderados; e pode apresentar excelentes resultados
cosmeéticos ndo deixando nenhuma cicatriz. O autor ainda citou outra modalidade da PDT: a

Quimioterapia Antimicrobiana Fotodindmica (PACT) a qual, utilizando fotossensibilizadores
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diferentes da PDT, tem se mostrado mais eficaz no tratamento de infec¢Oes bacterianas,
fangicas, parasitarias e virais mais superficiais, como infeccGes orais. Segundo 0s autores a
PDT néo causou efeitos genotoxicos e mutagénicos as células, tornando-a mais segura para
um tratamento em longo prazo. Outro importante ponto positivo foi a utilizacdo da PDT como
uma nova abordagem terapéutica: no tratamento de biofilmes orais. A ruptura da placa, a qual
estrutura o biofilme, traz consequéncias importantes para a homeostase do mesmo. Os autores
ainda observaram que novos estudos tem que ser realizados para analisar se essa terapia
atinge a microbiota natural, e concluem que a cavidade oral é uma area adequada para 0 uso
dessa técnica, uma vez que é relativamente acessivel & iluminacéo.

Em 2008, Donelly et al.?? realizaram uma avaliagdo na literatura sobre aplicacdes
antifingicas da Quimioterapia Fotodinamica Antimicrobiana (PACT). Esses autores
caracterizaram a PACT, uma combinacdo de um fotossensibilizador com uma luz visivel, a
qual faz uma destruicdo seletiva de células microbianas. Eles ainda ressaltaram que, embora a
combinacdes de luz a de drogas para inativar microrganismos tem sido conhecido hd mais de
100 anos, s6 no ano de 2007 se iniciou a busca por tratamentos alternativos para patdgenos
resistentes a antibidticos. Nesta revisdo, 0s autores citaram varios artigos que demonstraram,
através de estudos in vitro, que esta terapia tem sido muito eficaz contra virus, protozoarios,
fungos, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Eles também uniram resultados de
estudos experimentais que concluiram que tanto dermatomicetes e leveduras podem ser
eficientemente inativadas por esta terapia quando utilizados os fotossensibilizadores
“fenotiazinicos”, “porfirinas”, e “ftalocianina”. Um importante fator analisado nesta revisao
é que ndo existem relatos que demonstrem que essa terapia cause resisténcia fungica e
alteracdo genototdxica e mutacdo das células humanas e fungicas. Os autores concluiram que,
apesar do éxito das investigacfes de estudos in vitro, mais estudos in vivo (tanto em animais
guanto em pacientes) sdo necessarios, pois apenas uma pequena quantidade desses estudos foi
realizada.

Em um estudo realizado em 2010, Mima et al.>® avaliaram a inativagdo de C. albicans
em candidose induzida em camundongos por meio aPDT utilizando uma hematoporfirina,
Photogem®, como FS. Neste estudo os autores utilizaram dois tipos de luz LED, uma azul
(455 nm) e outro vermelho (630 nm). Desta maneira, 71 camundongos fémeas (~6 semanas
de idade) foram imunossuprimidos com predinisolona 100 mg/kg. Tetraciclina foi diluida na
agua de beber dos animais para que 0os mesmos ndo desenvolvessem outra infeccdo além da

candidose oral. Para a indugdo da leséo, foi inoculada uma suspensdo padronizada de cepa
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padrdo de C. albicans no dorso da lingua dos animais (sedados com clorpromazina) por meio
de swabs previamente embebidos na suspensdo fangica. Quatro dias ap6s a inoculagdo, a
lesdo estava instalada, entdo os animais foram divididos em 6 grupos com 5 animais cada. O
FS foi aplicado no dorso da lingua dos animais nas concentracfes de 400, 500 ou 1000 mg/L,
sendo que 0os mesmos ficaram mantidos no escuro por 30 minutos, caracterizando o tempo de
pré-irradiacdo. Apds, iluminou-se a lingua dos camundongos com luz LED [455nm ou 630nm
(305 J/cm?)] durante 20 minutos. O efeito do FS ou da luz isoladamente também foram
avaliados, sendo que o controle positivo ndo recebeu nenhum tratamento: apenas foi
inoculado com C. albicans. O grupo controle negativo ndo recebeu nenhum tratamento e nem
inoculacdo de Candida. Apds os tratamentos, foi realizada a coleta das leveduras por meio de
swabs estéreis por 1 minuto. Foi realizada diluicdo seriada, a qual foi plaqueada em meio de
cultura. Apos as placas serem incubadas a 37°C por 48 horas, o nimero de células viaveis foi
obtido por meio de contagem de colbnias. As linguas foram removidas para avaliacdo
histolégica apds os animais terem sido sacrificados. Os autores observaram que a aPDT
reduziu o numero de coldnias de C. albicans em 1,59 logio em comparagéo ao grupo controle
positivo. Ndo houve diferenca significativa entre as concentra¢des do FS e 0s comprimentos
de onda utilizados (455 e 630 nm), porém a luz vermelha demonstrou maior penetragdo na
lingua. Através da avaliagdo histoldgica, observou-se que a aPDT ndo causou alteracdes
adversas no tecido epitelial e conjuntivo da lingua dos animais. Com este estudo, os autores
concluiram que a aPDT promoveu reducdo significante na viabilidade do biofilme de C.
albicans sem causar dano tecidual a lingua dos animais.

Com o objetivo de avaliar a eficacia da aPDT na inativacdo de diferentes espécies de
Candida em protese total superior, caracterizando um método de desinfecgdo, Mima et al.>*
realizaram um estudo in vitro em 2011. Cepas padrdo de C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. dubliniensis e C. krusei foram testadas. Foram fabricadas 34 proteses e
submetidas a esterilizacao por 6xido de etileno. As préteses foram inoculadas individualmente
com uma das cepas e foram incubadas a 37°C durante 24h. As proteses submetidas a aPDT
(F+/L+) foram tratadas individualmente com 50 mg/L do fotossensibilizador Photogem (PS)
e, ap6s 30 minutos, foram iluminadas por uma luz LED por 26 minutos (37,5 J/cm?). Foram
avaliados outros grupos experimentais: proteses tratadas apenas com FS (F+/L-) ou luz (F-
/L+) ou nenhum tratamento (F-/L-). As amostras foram diluidas e plaqueadas em meio de
cultura. Apds 48 horas de incubagdo a 37°C, as col6nias foram contadas, e os valores de log

(UFC/mL) foram analisados por testes estatisticos. Os autores notaram que a aPDT
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proporcionou uma reducéo significativa (p <0,05) dos valores de log (UFC/mL) em todas as
préteses incubadas com as diferentes espécies de Candida, quando comparado com grupo F-
L-. C. tropicalis apresentou a maior reducdo de log (UFC/mL) (3,99 logio) ap6s a aPDT,
seguida de C. krusei, C. albicans, C. glabrata e C. dubliniensis (2,67; 2,29; 2,17; e 1,73 log1o,
respectivamente). Diante desses resultados, os autores concluiram que a aPDT é um método
eficaz para reduzir as espécies de Candida em proteses totais superiores.

Com base nos resultados acima descritos, Mima et al.®® em 2012 avaliaram
clinicamente a efetividade da aPDT, associando Photogem® com LED, no tratamento da
estomatite protética comparada com o antifungico topico nistatina. No estudo, 20 pacientes
foram submetidos a 6 sessdes de aPDT, sendo 3 sessdes por semana durante 15 dias. A aPDT
foi aplicada tanto no tecido infectado (palato), como também nas proteses dentais dos
pacientes. A nistatina foi prescrita aos pacientes 4 vezes (n=20) ao dia durante 15 dias. Para a
avaliacdo do tratamento, foram realizadas culturas microbiolégicas para contagem de Candida
spp., além da tomada de fotografias intra-orais, antes e depois do término do tratamento, bem
como durante o periodo de acompanhamento de 30, 60 e 90 dias. Os resultados demonstraram
reducdo no numero de colbnias vidveis de Candida spp. ap6s o término do tratamento e
reducdo dos sinais de inflamacdo do palato, sendo que a aPDT foi tdo efetiva quanto a
aplicacdo do antifungico tépico no tratamento da estomatite protética, uma vez que a razdo de
sucesso clinico foi de 45% e de 53% para a aPDT e a Nistatina, respectivamente. Os
resultados obtidos nesse estudo reforcaram o potencial da aplicacdo da aPDT para o
tratamento da estomatite protética, porém, com a necessidade da investigacdo de FSs mais
efetivos.

Dovigo et al.%, em 2013, realizaram um estudo para avaliar o efeito da aPDT,
associada ao fotossensibilizador Photodithazine® na inativacdo de Candida spp. de 15
isolados clinicos de C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis. A sobrevivéncia das células em
suspensdo foi avaliada pelo teste de populacdo (UFC/mI). Os efeitos antifungicos da aPDT
nos biofilmes foram avaliados por UFC/ml e ensaio metabdlico (XTT). Os autores mostraram
que a aPDT promoveu reducdo significativa na viabilidade de suspensdes celulares de C.
tropicalis e C. glabrata enquanto cinco cepas de C. albicans foram completamente inativadas
apos a aPDT. Quando analisado o biofilme, a maior reducdo do UFC/mL demonstrada pelos
autores foi de 0,9 logio para C. albicans, 1,4 logio para C. tropicalis e 1,5 logio para C.
glabrata. A redugdo do metabolismo do biofilme para C. albicans foi de 62,1% enquanto para

C. tropicalis e C. glabrata foi equivalente a 76 e 76,9%, respectivamente. Os autores
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concluiram a aPDT associada ao PDZ causou reducgdo significativa na viabilidade dos
isolados das espécies de Candida.

Quishida et al.%®® em 2015 avaliaram a eficicia de sucessivas aplicacdes de aPDT
mediada por Photodithazine® (PDZ) e luz LED na inativacdo de biofilmes multi-espécies
formados por C. albicans, C. glabrata e S. mutans em resina acrilica para base de protese.
Foram realizadas suspensdes das cepas padrdo das espécies e estas foram inoculadas sobre 0s
corpos de prova de resina acrilica, seguido de incubacdo durante 48h a 37°C/75 rpm para
formacéo do biofilme. Apds a formacao do biofilme, a aPDT foi realizada. Foi administrado o
fotossensibilizador PDZ (175 e 200 mg/L) e estes foram deixados no escuro (periodo de pré
irradiagdo) durante 20 minutos e posteriormente, as amostras foram expostas a uma luz LED a
37,5 Jiem? (660 nm), durante 9 minutos. As amostras também foram tratadas apenas com
PDZ ou apenas com a luz. Amostras controle ndo foram tratadas nem submetidas a luz ou
PDZ. As condicdes descritas foram aplicadas uma vez ou em trés aplicacbes consecutivas
para todos os grupos. A viabilidade celular foi determinada por UFC/ml, atividade metabdlica
pelo teste de XTT, quantificacdo da biomassa total e microscopia confocal de varredura a
laser. Os resultados obtidos demonstraram que trés aplicacfes da aPDT resultou na reducédo
da viabilidade celular, do metabolismo celular (XTT) e da biomassa dos biofilmes. Este efeito
também foi observado nas imagens da microscopia confocal de varredura apos trés aplicacdes
da Terapia. Em concluséo, os autores afirmaram uma maior reducdo da viabilidade celular e
biomassa total de biofilme multi-espécies formados em resina acrilica, apds trés aplicacdes de
aPDT mediada pelo PDZ e luz LED quando comparados com apenas uma aplicacao.

Em 2015, Carmello et al.'?, realizaram um estudo descrevendo a fotoinativagéo de C.
albicans em um modelo murino de candidiase oral, mediada por Photodithazine® (PDZ)
associado a luz LED. Os camundongos foram imunossuprimidos e inoculados com C.
albicans para inducdo de candidose oral. Apds cinco dias da imunossupressao, foi realizada
uma aplicacdo de PDZ nas concentragdes de 75, 100, 125 e 150 mg/L sobre a lingua dos
animais e estes foram submetidos a luz. Apods o tratamento, C. albicans foi recuperada da
lingua dos animais por meio de swabs estéreis e foi realizada avaliacdo microbiol6gica para
quantificacdo da popula¢do microbiana (UFC/ml). Apds 24 h de tratamento, os animais foram
sacrificados e as linguas foram cirurgicamente removidas para analise histologica. De acordo
com resultados a associacdo de PDZ (100 mg/L) e luz LED (aPDT) reduziu 4,36log:o de C.
albicans presente em lesdes induzidas em lingua de camundongo, sendo eficaz na inativagdo

de C. albicans sem causar qualquer efeito nocivo sobre os tecidos do hospedeiro.
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Carmello et al.'* em 2016, avaliaram a eficacia da aPDT no tratamento de candidiase
oral em um modelo murino utilizando Photodithazine (PDZ) com o objetivo de simular um
tratamento com aplicacdes sucessivas da terapia. Os autores desenvolveram um modelo de
inducdo de candidiase oral para permitir melhor controle da infeccdo e o estabelecimento do
tratamento. Camundongos fémeas de seis semanas de idade foram imunossuprimidos e a
espécie C. albicans foi inoculada para induzir candidiase oral. Os tratamentos (aPDT mediada
por PDZ e luz LED e Nistatina), foram realizados durante 5 dias consecutivos, sendo uma
aplicacdo por dia. Apds o término do tratamento, foi realizado um esfregaco das linguas dos
camundongos para recuperagdo das células de C. albicans e a avaliagdo macroscopica das
lesbes. Coldnias vidveis foram quantificadas e o nimero de UFC/mI determinado. Um grupo
de animais foi sacrificado 24 horas ap6s o tratamento e o0 outro grupo apés 7 dias do
tratamento para que as linguas fossem cirurgicamente removidas para analise histoldgica e
andlise da expressdo de citocinas inflamatérias (IL-1, TNF-o e IL-6) por RT-gPCR. Os
autores concluiram que a aPDT foi tdo eficaz quanto Nistatina na inativacdo de C. albicans,
reduzindo 3 e 3,2 logsio respectivamente, 24 h apo6s o tratamento. Os animais submetidos a
aPDT também apresentaram remissdo completa das lesGes orais, enquanto que os animais
tratados com Nistatina apresentaram remissdo parcial de lesGes orais em ambos os periodos
avaliados. A avaliacdo histologica revelou discreto infiltrado inflamatdrio nos grupos tratados
com aPDT e Nistatina em ambos os periodos avaliados. A aPDT induziu a expressdo de TNF-
a quando comparado com o controle (sem FS e sem luz) 24 h e 7 dias ap0s o tratamento. Em
suma, os autores demonstraram que 0 modelo murino utilizado neste estudo foi capaz de
imitar a infeccdo por C. albicans, bem como a aPDT foi eficaz para o tratamento dos
camundongos com candidiase oral.

Com o objetivo de discutir sobre a efetividade da PDT na odontologia, Prazmo, et
al.%, em 2016, fizeram uma revisdo de literatura a respeito desse tema. Segundo os autores, 0
professor Herman Von Tappeiner, usou o termo “agdo fotodindmica” em 1904 para descrever
interacdes entre substancias quimicas especificas, oxigénio e luz. Mas a terapia (PDT), em si,
surgiu mais tarde com o fisico Friedrich Meyer-Betz, com o primeiro experimento realizado
na area da dermatologia. A partir dessa época, os autores afirmam que o uso da PDT tem
aumentado cada vez mais, inclusive na Odontologia. Em suma os autores descrevem a agao
da PDT como: administragio de um fotossensibilizador (FS) e consequente
fotossensibilizacdo das células; luz irradiada; e reagdes fotoquimicas que destroem

seletivamente as células. Neste estudo, os autores ressaltam que a irradiacdo da luz resulta na
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transicdo do FS em seu estado de baixa energia a um estado de excitacdo, o estado singlete,
este pode se transformar em um estado triplete. O estado triplete por sua vez, pode sofrer dois
tipos de reacGes: a de tipo I, em que o FS ativo reage diretamente com uma molécula do
substrato, como por exemplo, a membrana celular, onde um elétron ou hidrogénio é removido
da molécula para formar radicais livres. Posteriormente, estes radicais livres reagem com o
oxigénio produzindo espécies altamente reativas, entre elas: superdxido, radicais hidroxila e
oxigeénio singlete. Na reacdo tipo Il, o fotossenssibilizador excitado interage diretamente com
0 oxigénio para formar produtos oxigenados. Estes dois tipos de reacGes sdo totalmente
dependentes da tensédo do oxigénio e da concentragdo do FS. Os autores ainda citam que
existem diferentes tipos de luz aplicadas na PDT: uma fonte de luz ndo coerente, usada no
passado; luz por filamento de tungsténio, de iodetos metalicos e lampadas fluorescentes
(listadas como luz nédo-laser); e luz laser. O terceiro elemento da PDT também foi citado, os
fotossensibilizadores (FSs). Segundo os autores, existe grande variedade de FSs que estdo
divididos em grandes grupos que diferem na estrutura quimica e origem: corantes fenotiazinas
(azul de metileno, azul de toluidina); corantes de ftalocianina de aluminio (dissulfonato
aluminio ftalocianina, ftalocianina de zinco catidnica, naftalocianina); porfirinas (Photofrin,
ALA-acido 5-aminolevulinico, precursor do fotossensibilizador Protoporfirina IX); clorinas
[Temoporfina (Foscan®)], clorina e6; xantinas (Eritrosina), e monoterpenos (azulene). Os
primeiros fotossensibilizantes, incluindo as porfirinas, foram descobertos h4 40 anos e séo
chamados de fotossensibilizadores de primeira geracdo. A segunda geracdo é mais eficaz na
geracdo de oxigénio singlete, se refere as porfirinas derivadas e aos FSs sintéticos. Ainda,
hoje existe a terceira geracdo de FS, na qual os FS foram modificados e conjugados com
anticorpos ou proteina/receptor, que ajuda a aumentar a seletividade do FS em relacdo aos
tecidos tumorais, reduzindo a localizacdo em células saudaveis e aumentando a afinidade para
células tumorais. Os autores ressaltam que as maiores utilizacdes da PDT na odontologia sdo:
na terapia contra o cancer; terapia periodontal; terapia endodontica; estomatite e candidose
oral. Eles ainda concluem que ha muitos estudos in vitro sobre o tratamento de candidose com
PDT, no entanto, sdo necessarios mais estudos in vivo para trazer mais dados sobre sua

eficacia como antifungico.
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2.3 Técnica de qPCR e delineamento de primers

Em 1993, com o objetivo de elucidar os componentes essenciais para resultados mais
eficazes da técnica de PCR, Cha e Tilly** discutiram a influéncia de cada componente na
especificidade, eficiéncia e fidelidade da técnica. Segundo os autores, 0 PCR é uma técnica in
vitro utilizada para amplificagdo réapida de um fragmento especifico de DNA e, segundo eles,
¢ uma técnica perfeita quando se obtém resultados com alta especificidade, rendimento
(eficiéncia), e fidelidade. Essas caracteristicas sdo influenciadas pela sequéncia alvo, bem
como por cada um dos componentes de PCR. Neste estudo, além dos autores ressaltarem a
importancia de manter os parametros adequados, afirmaram que estudos previamente
realizados indicaram trés parametros essenciais que influenciam o PCR: as condicdes
tampdes; as caracteristicas dos ciclos do PCR (temperatura de anelamento, duracdo de cada
passo, entre outros); e a enzima DNA polimerase, e estas devem ser atentamente avaliadas e
planejadas anteriormente a realizacdo da técnica.

Os autores Bustin®® e Thornton e Basu®®, em 2004 e 2011, respectivamente,
discorreram sobre as caracteristicas ideais que 0s primers devem apresentar para serem

utilizados na técnica de qPCR. Estas caracteristicas estdo descritas a seguir:

- Primer Length: O tamanho do primer tem que ser grande o suficiente para uma especificidade
adequada e curto o suficiente para se ligar facilmente ao DNA do gene alvo. Geralmente o

tamanho mais aceito é entre 18 e 24 pares de base®€°,

- PCR product size: O tamanho do produto de PCR, também chamado de amplicon'?, deve

estar entre 80 e 150 pares de base®. Essa caracteristica é importante pois a reacdo de
polimerizag&o depende do tamanho do produto.

- Primer Melting Temperature (Tm): A temperatura de fusdo é um importante parametro para
a estabilidade da interagdo entre o primer e seu alvo®. Os primers com Tm entre 52-58°C
produzem melhores resultados®’, sendo que a Tm do Forward deve ser proxima da

temperatura do Reverse.

- GC Content (GC%): A porcentagem de G e C no primer em relagdo ao total de bases

nitrogenadas deve estar proxima a 50%%%’. As bases G e C apresentam ligac@es de pontes de
hidrogénio mais fortes, aumentando a eficiéncia da ligacdo. No entanto, se esta porcentagem
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for maior que 50%, ndo apresenta uma boa desnaturacdo, pois necessitam de uma temperatura

alta, propiciando uma reacdo menos eficiente?®,

- GC Clamp: Se refere ao maximo de AG das tltimas 5 bases nitrogenadas no sentido 3’ do
primer®”8°, Apresentar 1 a 2 CG Clamps € ideal pois permite que o primer tenha uma ligagao

forte a fita alvo, tornando-o mais especifico®.

- Primer Secondary Structures: Estruturas secundarias sd@o produzidas por interacGes

intermoleculares ou intramoleculares®”. A presenca delas nos primers pode conduzir a um
produto ndo especifico, pois o primer pode se ligar a ele mesmo (interagdo intramolecular,
como por exemplo, os hairpins) ou ligar-se ao outro primer (interacdo intermolecular, como

por exemplo, os self dimers e os cross dimers). Essas estruturas devem ser evitadas®”°.

As técnicas de PCR e (PCR, quando consideras as caracteristicas descritas
previamente, sdo técnicas muito eficazes na biologia molecular. O objetivo principal de
gPCR quando RNA foi convertido em cDNA pela enzima transcriptase reversa (também
chamado de RT-qPCR) é analisar a expressdo génica em amostras. Essa analise é importante
para que mecanismos celulares sejam melhor elucidados.

Em 2006, Nolan et al.®, realizaram um estudo no qual resultou em um artigo na forma
de protocolo. Neste estudo, os autores afirmam que a Transcriptase Reversa da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (RT-gPCR) aborda os requisitos para uma andlise de dados quantitativa
em medicina molecular, biotecnologia, microbiologia e diagndstico tornando-se 0 método de
escolha para a quantificacio de RNA mensageiro (MRNA). Embora seja frequentemente
descrito na literatura como um padrdo ouro, neste ano ainda ndo era considerado um ensaio
padrdo. Os problemas mais significativos sdo causados pela variabilidade dos templates de
RNA, analise de desenhos e protocolos, bem como a normalizacdo inadequada dos dados e
analises inconsistentes. Como um primeiro passo para a padronizacdo, 0s autores descrevem
protocolos para a realizacdo da técnica de RT-gPCR que ilustram as etapas essenciais
necessarias para gerar dados confiaveis e reprodutiveis. Os autores ainda enfatizam que 0s
dados desta técnica sdo apenas informacgdes instantdneas sobre a quantidade de uma
transcricdo em determinda célula ou tecido.

Com o objetivo de ressaltar a importancia do desenho de primers especificos para a
técnica de PCR e gqPCR, Ye et al.*, em 2012, realizaram um estudo afirmando que a escolha

adequada dos primers é provavelmente o fator mais importante a se considerar nestas técnicas
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de PCR, pois a amplificacdo especifica do gene alvo garante resultados reais. Os autores ainda
citaram que existem duas etapas para a escolha dos primers: primeiro, a escolha de regides
dos genes de interesse; e segundo, a pesquisa destas areas contra um banco de dados com
sequéncia de nucleotideos para analisar homologias. Neste estudo, os autores enfatizam o uso
de uma ferramenta chamada Primer-BLAST para desenho de primers, discorrendo sua forma
de utilizag&o.

2.4 Expressao Génica dos Fatores de Viruléncia de C. albicans

Gilfillan et al.*°, em 1998 realizaram um estudo para discorrer sobre a espécie C.
dubliniensis. Neste estudo, os autores afirmaram que C. dubhiensis foi uma espécie
identificada em pacientes com HIV que apresentavam candidose oral. Eles ressaltaram que as
espécies de C. albicans e C. dubliniensis dividem muitas caracteristicas fenotipicas e
filogenéticas muito préximas. Dessa forma, a relacdo filogenética de ambas as espécies e a
comparacdo de fatores considerados de viruléncia foram realizados. Quatro isolados clinicos
de C. dubliniensis de diferentes pacientes foram comparados com duas cepas referéncias de C.
albicans. Primeiramente, a posi¢do filogenética distinta de C. dubliensis foi estabelecida pela
comparacdo da sequéncia da sua pequena subunidade de RNA ribossdmico (rRNA) com
espécies representativas de Candida. Os isolados de C. dubliensis formaram hifas ndo restritas
na maioria das condi¢des de inducdo testadas, mas ndo produziram hifas verdadeiras quando
induzidas com N-acetilglucosamina. Os autores também encontraram que os isolados de C.
dubliensis foram mais aderentes as células epiteliais bucais humanas, quando cultivados em
glicose, quando comparados com os isolados de C. albicans de referéncia e igualmente
aderentes quando cultivados em galactose. Os isolados de C. dubliensis foram sensiveis ao
fluconazol, itraconazol, cetoconazol e anfotericina B. Através de analises por Southern, foram
identificados sete genes homologos de aspartil proteases (SAPs) de C. albicans testados em
C. dubliensis. Ensaios sistémicos de viruléncia in vivo utilizando um modelo de rato, sugerem
que C. dubliensis é uma espécie menos virulenta quando comparada a C. albicans. Os autores
concluiram que C. dubliniensis e C. albicans estdo intimamente relacionadas e compartilham
muitas propriedades, como a formagéo de tubos, adesao a superficies epiteliais, a secrecdo de
aspartil proteinases e a formacgéo de clamiddsporos, sendo a C. dubliniensis a espécie mais
relacionada com C. albicans. A diminuicdo da capacidade de C. dubliniensis em formar hifas

e seus niveis aumentados da producdo de proteinases pode ajudar a fornecer uma explicacdo



34

sobre porque C. dubliniensis €, de acordo com os autores, quase exclusivamente associado a
candidose oral, sendo menos invasiva.

Em 1998, Wysong et al.23, descreveram o papel da catalase como agente antioxidante.
Eles enfocam esse estudo na candidiase sistémica, na qual caracterizam C. albicans como um
fungo oportunista e patogénico, sendo o principal responsavel por essa doenca. Neste estudo
eles fizeram anélises in vitro e in vivo (em um modelo de rato). Assim, constataram que a
catalase desempenha um papel antioxidante importante na protecdo dos microrganismos
contra os efeitos toxicos do perdxido de hidrogénio, protecdo na qual é postulada como um
fator de viruléncia. Para ajudar a elucidar a funcdo da catalase em C. albicans, um gene
catalase, o CAT1, foi isolado e clonado. Os primers utilizados para a técnica de PCR foram
gerados com base em areas altamente conservadas dos outros genes de catalase flngicas, estes
foram usados para amplificar um produto de 411 pares de base (pb) a partir do DNA
gendmico de C. albicans (ATCC 10261). Ao utilizar o produto de PCR como uma sonda,
clones da catalase foram isolados a partir de bibliotecas genémicas de C. albicans. Os genes
mutantes para CAT1 foram sintetizados e exibiram morfologia normal e taxas de crescimento
comparaveis em levedura e formas de micélio. A analise enzimatica deste gene revelou a
proteina catalase em abundéncia na cepa padrdo, sendo que essa atividade diminuiu quando
foram analisadas as cepas mutantes, ndo sendo detectadas em mutantes nulas para catalase. Os
ensaios in vitro mostraram que as cepas mutantes foram mais sensiveis aos danos causados
por neutrofilos e peroxidos exdgenos que foram sub-letais para a cepa parental. Em
compara¢do com a cepa parental, a cepa mutante nula homozigética foi muito menos
virulenta para os ratos induzidos a um modelo de infeccdo intravenosa de candidiase
disseminada. Portanto, os autores concluiram que hd uma ligacdo da expressdo génica de
CAT1 com a viruléncia de C. albicans uma vez que a reintroducdo dos genes nas cepas
mutantes restaurava a funcdo da atividade catalase. Os testes in vitro e in vivo deste estudo
sugerem que a catalase pode aumentar a patogenicidade de C. albicans.

Com o objetivo de elucidar o papel da superoxido desmutase contendo cobre e zinco
(Cu/ZnSOD), umas das enzimas antioxidantes mais determinantes sobre a viruléncia em
alguns microrganismos, Hwang et al.*, em 2002, realizaram um estudo do gene SOD1 de C.
albicans. Através da técnica “URA blaster”, houve a disruptura do gene para posterior
analise. O mutante resultante sod1/sod1 mostrou menor formacao de hifas em meio “Spider”,
mas ainda pode formar hifas em outros meios solidos ou liquidos, particularmente em

resposta ao soro. Além disso, os autores relataram que o mutante sod1/sod1 é mais sensivel a
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menadiona, um agente redoxciclante, embora ainda apresentasse uma resposta adaptativa ao
estresse oxidativo. Além disso, as células mutantes de sod1l/sodl apresentaram crescimento
lento quando comparadas as cepas de referéncia. Ademais, os resultados sugeriram que a
mutante sod1/sodl de C. albicans era significativamente mais suscetivel a atividade fungicida
de macrofagos do que as cepas de referéncia e revertentes, com viruléncia diminuida em
camundongos. Assim, esses resultados sugerem que Cu/ZnSOD é necessério para a protecdo
do fundo C. albicans contra os estresses oxidativos.

No ano de 2003, Naglik et al.® conduziram uma revisdo de literatura a respeito da
expressdo de genes da familia aspartil proteinases (SAPs) e sua acdo na viruléncia e
patogénese em C. albicans. Os autores ressaltam que este fungo é o mais prevalente em
humanos e tem desenvolvido varios mecanismos de viruléncia que permite sua colonizagéo e
posterior infeccdo do hospedeiro diante de fatores predisponentes. Os autores escolheram esse
tipo de gene uma vez que a atividade proteolitica extracelular dessa proteina desenvolve um
papel central na patogenicidade de Candida além de ser produzida por uma familia com 10
genes (Sap proteins). Nesta revisdo, 0s autores constataram que as proteinases agem, pelo
menos, em uma das sete vias que foram mais profundamente descritas por eles, enfatizando
como esses genes podem ajudar na invasdo, infeccdo e consequente patogenicidade de C.
albicans: 1) correlacdo da expressdao génica de SAPs in vitro com sua viruléncia; 2)
degradacdo das proteinas humanas e analise estrutural para determinar a especificidade de
SAPs ao substrato; 3) associacdo da producdo de SAPs com outros processos de viruléncia de
C. albicans; 4) expressao das proteinas SAPs e respostas imunitarias a SAPs em infec¢fes em
animais e em humanos; 5) expressdo de genes SAPs durante infeccbes por Candida; 6)
modulacgéo da viruléncia de C. albicans por inibidores da aspartil proteinase; e 7) utilizagao de
genes mutantes para analisar viruléncia em C. albicans. Os autores concluiram que as
proteinas SAPs possuem funcdes especializadas durante o processo infeccioso, que incluem a
funcdo simples de digestdo de moléculas para a aquisi¢do de nutrientes, digestdo ou distor¢cdo
das membranas da célula hospedeira para facilitar a adesdo e invaséo de tecidos, e digestdo
das células e moléculas do sistema imunolégico do hospedeiro para evitar que 0s
microrganismos sofram os ataques antimicrobianos do hospedeiro.

Naglik et al.>®, conduziram outro estudo no ano de 2003 com o objetivo de determinar
se a expressdo génica de enzimas hidroliticas extracelulares se correlaciona com candidiase
oral ou vaginal, em oposicdo a pacientes que apenas apresentam o fungo (sem infecgéo

instalada), e para detectar se determinada expressdo de genes da familia aspartil proteinases
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(SAPs) e fosfolipases (PLBs) sdo expressos especificamente ou seletivamente durante a
doenga oral ou vaginal. Estes genes foram selecionados porque, segundo 0s autores, as
enzimas hidroliticas extracelulares, incluindo as SAPs e os PLBs, estdo entre 0s genes que
apresentam relacdo direta com a viruléncia de C. albicans. Para isso, foi realizado um estudo
in vivo para avaliar a expressdo dos genes SAP1 — SAP8 e PLB1 e PLB2 em amostras
clinicas de 137 pacientes com candidose oral ou vaginal, ou que apenas eram portadores do
microrganismo. O RNA foi isolado a partir da coleta de saliva ndo estimulada ou esfregacos
vaginais através de swabs. A expressdo dos genes SAP1-8 e PLB1-2 foi avaliada por meio de
RT-PCR utilizando primers especificos. Um montante de perfil da expressdo génica de SAPs
foi obtido a partir de cepas de C. albicans durante diferentes fases da doenca (sintomatica e
assintomatica). De acordo com os resultados, os genes SAP2 e SAP5 eram 0s mais comuns
expressos durante a fase assintomatica e sintomatica. A expressao dos genes SAP1, SAP3,
SAP4, SAP7, SAP8 e PLBL1 foi correlacionada com a doenca oral, enquanto a dos genes
SAP1, SAP3, e SAP6-SAP8 foram correlacionadas preferencialmente com a doencga vaginal.
Além disso, SAP1, SAP3, e SAP8 foram expressos preferencialmente em doenca vaginal, em
vez da infeccdo oral. Com estes dados, os autores demonstraram a diferenca de expressao
génica das familias SAPs e PLBs em amostras clinicas de humanos além de correlacionar a
expressdo de genes de viruléncia especificos nas espécies de Candida com a doenca ativa e
com a localizagao anatomica.

Martchenko et al. %6, em 2004, conduziram um estudo no qual identificaram trés novos
tipos potenciais de genes da familia superéxido dismutase em C. albicans. Diante da
descoberta, estudaram a expressao, regulacdo e funcdo de um desses genes em especial, o
SOD5. Neste estudo caracterizam o0s genes da familia “Superdxido Dismutase ” (SOD) como
responsaveis por converter ROS em espécies menos prejudiciais ao fungo C. albicans. Neste
estudo ainda citam que o gene SOD1 é expresso no citosol enquanto que o SOD3, na
mitocondria. Com o intuito de avaliar 1 dos 3 novos genes (SOD4, SOD5 e SOD6)
descobertos na sequéncia do genoma de C. albicans, os autores cultivaram cepas padrdo de C.
albicans e de Escherichia coli e, apds crescimento das cepas, fizeram extracdo de RNA a
partir do método de fenol seguido da analise pelo método de Northern Blot. Modelos
experimentais em ratos também foram realizados pelo grupo para anélises de macrofagos e de
viruléncia bem como carga fungica. O gene alvo para este estudo foi 0 SOD5. O gene ACT1
foi usado como controle interno. Também na metodologia, realizaram a confecgdo de genes

mutantes do SOD5 para analisar se realmente a remocgdo deste gene alvo interferiria nos
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resultados. Os autores observaram que a transcri¢cdo do gene SOD5 foi super expressa durante
a transformacéo morfologica de levedura para hifa de C. albicans, assim como a expressao
desse gene foi aumentado quando células eram cultivadas em substratos ndo fermentados com
unica fonte de carbono. A supressdo do gene SOD5, através do gene mutante, produziu uma
cepa mutante viavel que mostrou sensibilidade ao perdxido de hidrogénio. Portanto, 0s
autores concluiram que o gene SOD5 € necessario para a viruléncia de C. albicans em um
modelo de infeccdo. No entanto, a cepa mutante do gene SOD5 (sod5) apresentou a mesma
resisténcia ao ataque de macrdfagos que a cepa padréo, o que sugere que a perda de viruléncia
ndo ocorre devido a uma sensibilidade aumentada ao ataque de macréfagos. Concluiram que o
gene SOD5 esta sob uma regulamentacdo complexa de expressao génica sendo que 0s testes
funcionais ndo mostram envolvimento de SOD5 na defesa contra a morte induzida por
macrofagos. Porém, os efeitos da supressdao do gene de viruléncia SOD5 podem sugerir o
envolvimento de Sod5p na remocao de superoxidos produzido pelo hospedeiro. Com isso, a
expressdo génica do gene SOD5 aumenta a formagéo de hifas, sendo que a auséncia deste
gene leva a um defeito na viruléncia deste microrganismo.

Com o conhecimento que biofilmes sdo comunidades de microrganismos com
significante impacto na area médica, Nobile et al.®> em 2008, conduziram um estudo
avaliando mecanismos de aderéncia dos fungos as células do hospedeiro que permite a
formagéo de biofilme de C. albicans. As cepas padrdo dos microrganismos foram cultivadas
assim como aquelas com genes mutantes. A integridade estrutural do fungo foi visualizada
através de Colony PCR enquanto que a expressdo de cada gene foi detectada através de RT—
PCR. As cepas foram cultivadas tanto in vitro para analisar crescimento e biomassa do
biofilme, quanto in vivo, em um modelo de infec¢do de cateter venoso em ratos. Os autores
obtiveram o0s seguintes resultados: a familia de proteinas de superficie (Als) tem sido
implicada na formacdo de biofilme sendo que neste estudo foi observado que os genes ALS1
e ALS3 tém um papel critico, porém redundante. A sobreexpressao de varias outras proteinas
da familia Als permitiram a formacdo de biofilme em uma amostra mutante dos genes
alsl/alsl e als3/als3, permitindo assim, argumentar que as funcGes da proteina Als sdo
governadas por niveis de expressdo de diferentes genes da mesma familia. Com este estudo
também se concluiu que a proteina de superficie Hwpl também é necessaria para a formacéo
de biofilme, alem de descobrir que uma mistura de biofilme formada com cepas mutantes de
hwpl/hwpl e alsl/alsl als3/als3 podem formar um biofilme hibrido tanto nos ensaios in vitro

quanto in vivo, num modelo de infeccdo de cateter. Os autores, portanto, concluiram que 0s
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genes HWP1 e ALS1/3 desempenham fung¢bes complementares na formacdo de biofilmes
sugerindo que a complementaridade das adesinas no biofilme promove a formacdo de
biofilmes monoespécies.

Jackson et al.*®, conduziram um estudo em 2009 com o objetivo de comparar as
caracteristicas gendmicas dos fungos C. dubliniensis e C. albicans. Segundo os autores, C.
dubliniensis € o fungo conhecido mais préximo de C. albicans, espécie mais patogénica em
seres humanos. Contudo, eles ainda afirmaram que embora ambas as espécies compartilhem
muitas caracteristicas fenotipicas, incluindo a capacidade de formar hifas, C. dubliniensis é
um patdgeno significativamente menos virulento e menos versatil. Portanto, para identificar
os genes especificos de C. albicans que podem ser responsaveis pela maior capacidade de
causar doengas, Jackson et al.*® sequenciaram o genoma de C. dubliniensis e o compararam
com a ja conhecida sequéncia do genoma de C. albicans. Embora as duas sequéncias sejam
altamente similares, sdo identificados 168 genes especificos de espécies, incluindo alguns
fatores de viruléncia especificos de hifas, tais como as aspartil proteinases Sap4 e Sap5 e a
proposta invasina Als3. 115 pseudogenes confirmados em C. dubliniensis sdo ortélogos a
varios genes de regulacdo do crescimento filamentoso que possuem papel na patogénese. No
entanto, as principais diferengas no repertdrio genémico dizem respeito a expansdo da familia
de genes TLO de fatores de transcricdo putativos e a familia de proteinas transmembranares
putativas IFA em C. albicans, que representam um novo candidato aos fatores associados a
viruléncia, além de observarem aumento na expressao dos genes das familias SAP e ALS em
C. albicans. Os autores sugerem que as recentes historias evolutivas de C. albicans e C.
dubliniensis diferem entre si. Enquanto varios genes envolvem a patogénese de C. albicans, a
espécie C. dubliniensis perdeu sua capacidade gendmica de desenvolver funcdes patogénicas.
Segundo este resultado, os autores sugerem que isso poderia explicar porque C. albicans €
mais patogénico em humanos quando comparado com C. dubliniensis.

No ano de 2010, Nailis et al.®® conduziram um estudo sobre a intima relagdo da
patogenicidade de C. albicans e a formacdo de biofilme, levando em consideracdo que as
infeccdes por C. albicans sdo frequentemente associados com a formacéo de biofilme. Estes
autores relacionaram estudos anteriores que comprovaram que a expressao de genes das
familias HWP (hyphal wall protein), ALS (agglutinin-like sequences), SAP (secreted aspartyl
proteases), PLB (phospholipase B) e LIP (lipase) esta associada com a formacdo do biofilme
em superficies mucosas. Diante disso, 0s autores investigaram, através da técnica de qPCR, se

esses genes que codificam proteinas com potenciais fatores de viruléncia sdo expressos em
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maiores quantidades em biofilmes associados a superficies abioticas. Para isso, biofilmes de
C. albicans foram formados em placas com microtitulacdo de silicone (MTP), em reatores
“Centres for Disease Control” (CDC) em um modelo de animal in vivo (modelo de cateter de
poliuretano instalado subcutaneo) (SCR), e em superficies mucosas em um modelo
reconstituido do epitélio humano (RHE). Os resultados obtidos pelos autores foram: 0s genes
HWP1 e os pertencentes as familias dos genes ALS, SAP, PLB foram constitutivamente
expressos nos biofilmes de C. albicans. Os genes ALS1 ao ALS5 foram ativados em todos 0s
diferentes modelos, enquanto o gene ALS9 foi reprimido. Os genes HWP1 e ALS6 foram
sobre-expressos em todos 0os modelos, exceto no MTP e RHE, respectivamente. Os niveis de
expressdao SAP1 foram mais evidenciados nos modelos in vitro, enquanto a expressao dos
genes SAP2, SAP4 e SAP6 foram maiores no modelo in vivo. Além disso, SAP5 foi muito
regulada nos modelos in vivo e RHE. Para SAP9 e SAP10, a expressdo génica observada foi
similar em todos os modelos experimentais. Ndo houve aumento de expresséo dos genes PLB
nos biofilmes, enquanto que para os genes LIP1-3, LIP5-7 e LIP9-10, houve aumento da
expressao nos modelos experimentais in vitro. Além disso, uma elevada atividade da lipase
foi detectada em sobrenadantes de biofilmes que cresceram nos modelos RHE e MTP. Diante
desses resultados, os autores concluiram que a expressdo do gene HWP1 e da maioria dos
genes pertencentes as familias ALS, SAP e LIP sdo sobre expressos nos biofilmes de C.
albicans. Outro fator importante que analisaram é que a expressao dos genes é diferente nos
diferentes modelos experimentais, ndo podendo extrapolar os dados obtidos em um modelo
para outro, salientando a necessidade de usar varios sistemas experimentais ao estudar a
expressdao de genes que codificam fatores de viruléncia potenciais em biofilmes de C.
albicans.

Zhu et al.® em 2011, buscaram demonstrar um processo apoptético induzido por
farnesol em C. albicans. Segundo os autores, o farnesol ¢ um derivado chave na via de
biossintese de esterol em células eucarioticas previamente identificadas como uma molécula
quorum sensing na especie C. albicans. Em um estudo anterior o mesmo grupo demonstrou
que o farnesol é capaz de desencadear a apoptose em C. albicans’. No entanto, o0 mecanismo
exato da citotoxicidade com farnesol nédo é totalmente elucidado. Compostos lipofilicos como
o farnesol sdo conhecidos por conjugar com glutationa, um antioxidante crucial para a
desintoxicacdo celular contra compostos prejudiciais. Os conjugados de glutationa atuam
como substratos para transportadores ABC dependentes de ATP e sdo extraidos a partir da

célula. Para esse fim, este estudo foi realizado para testar se a conjugacdo de farnesol com
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glutationa intracelular, juntamente com a extrusdo mediada por Cdrlp de conjugados de
glutationa, resulta em deplecéo total de glutationa, estresse oxidativo e, finalmente, morte
celular fangica. Os autores demonstraram uma diminuicdo significativa nos niveis
intracelulares de glutationa concomitante a elevacédo da regulacdo da CDR1 e a diminuigéo da
viabilidade celular. No entanto, a adicdo de glutationa reduzida exdgena manteve niveis
intracelulares de glutationa e viabilidade melhorada. Em contraste, a toxicidade de farnesol
diminuiu em um mutante com falta de CDR1, enquanto que aumentou em uma cepa de
sobreexpressdo de CDR1. Além disso, os estudos de expressdo génica demonstraram uma
importante regulagdo dos genes SOD, enzimas primarias responsaveis pela defesa contra o
estresse oxidativo, sem alteragcdes na expressdo na CDR1. Os autores ainda ressaltaram que a
compreensdo dos mecanismos subjacentes a citototoxicidade de farnesol em C. albicans pode
levar ao desenvolvimento desse agente de ciclagem redox como agente antifingico
alternativo.

Em 2012, Moran et al.>’, realizaram uma revisdo de literatura tentando justificar o fato
de C. dubliniensis ser menos patogénica que C. albicans. Apds levantamento bibliogréfico, os
autores concluiram que C. albicans e C. dubliniensis sdo espécies de leveduras patogénicas
que estdo intimamente relacionadas. Porém, relacionando com C. dubliniensis, C. albicans é
um fungo mais prevalente na infeccdo humana, demonstrando ser mais patogénico em varios
modelos de infeccdo estudados. O estudo comparativo dos genomas das duas espécies revelou
que, embora existam algumas diferencas significativas, elas sdo muito semelhantes devido a
expressao de familias de genes relacionados a viruléncia, como por exemplo, os genes das
familias ALS e SAP. As andlises comparativas da expressdo de genes contra o estresse
ambiental e a formacdo de hifas nas duas espécies também foram realizadas para investigar
diferencas na capacidade de tolerancia de ambas as espécies em relacdo ao meio. O conjunto
de dados levantado pelos autores levaram-nos a concluir que entre as diferencas existentes
entre as espécies, a principal discrepancia entre elas esta relacionada a diferencas na formacéo
de hifas e na expressdo de produtos especificos de hifa. Mas ainda ressalta que ha a
necessidade de entendimento da viruléncia deste fungo, em particular a expressdo relativa as
hifas e proteinas especificas da hifa para a patogénese das infec¢des de Candida.

No ano de 2012, o estudo de Nobile et al.%! teve como objetivo a anélise da formagio
de biofilme de C. albicans. Para isso, 0 grupo combinou métodos da genetica classica,
ferramentas do genoma, sequenciamento de RNA e dois modelos em animais in vivo para

compreender melhor o mapa do circuito transcricional que controla a formagao de biofilme
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em C. albicans. Neste estudo eles avaliaram a agé@o de seis genes reguladores que controlam a
expressdo de mais de 1000 outros genes que participam da formacdo do biofilme. Os genes
reguladores alvo foram: BCR1, TEC1, EFG1, NDT80, ROB1 e BRG1. Através da
microscopia confocal, os autores observaram que as cepas mutantes para estes genes formam
biofilmes com arquitetura mais fina e com menor quantidade do fungo na forma filamentosa,
quando comparados com o biofilme formado com a cepa padrdo. Esse resultado foi
comprovado com a reintroducdo dos genes na formacéo do biofilme, em que este voltou em
uma formacdo muito parecida com a cepa parental. Com isso, 0S autores comprovaram que
esses genes séo requeridos para a formagéo do biofilme in vitro. No modelo experimental in
vivo, o0s autores concluiram que os genes BCR1, TEC1, EFG1, NDT80, ROB1 e BRG1 séo
essenciais na formacédo do biofilme, tanto para 0 modelo de cateter quanto o de prétese. Os
autores concluiram, portanto, que o circuito de regulacdo génica desenvolvido fornece uma
estrutura para a compreensao de muitos aspectos da formacao do biofilme de C. albicans em
um hospedeiro, fornecendo “insights” sobre os comportamentos celulares frente os circuitos
de transcricao.

Neste mesmo ano, Monroy-Pérez et al.*®, conduziram um estudo in vivo que teve
como objetivo detectar a frequéncia de expressdo de oito genes da familia ALS (ALS1-7,
ALS9)bem como a caracteristica genotipica do gene HWP1 em um grupo de isolados clinicos
de C. albicans de 264 pacientes mexicanas acometidas com candidose vaginal. A espécie C.
albicans foi identificada pela amplificacdo pela técnica de PCR. Os genes ALSs (adesdo as
células epiteliais) e HWP1 (codifica uma proteina envolvida no processo de adesdo das
células na morfologia de hifas) foram identificados pela técnica de PCR convencional, e 0s
seus niveis de expressdo foram determinados por RT-qPCR. A expressdo génica foi avaliada
em um modelo de reconstituicdo de epitélio vaginal humano (RHVE). Os autores concluiram
com este estudo que 19% das infeccdes vaginais foram causadas por C. albicans, e uma
elevada proporcdo das cepas carregavam genes que codificam proteinas envolvidas na adesao
ao epitélio. Portanto, os genes ALSs e HWP1 foram expressos em RHVE, sugerindo que as
proteinas de ALSs e Hwpl desempenham papel importante na patogenicidade da infeccéo.

Em 2014, Alves et al.? realizaram um estudo com o objetivo de analisar in vitro a
coinfeccdo de um epitélio vaginal humano reconstituido (RHVE) por C. albicans e C.
glabrata. Para isso, a capacidade de invadir e colonizar o RHVE de ambas as espécies foi
analisada através da hibridizac&o de sonda de acido nucleico peptidico (PNA) especifico para

cada espécie, microscopia confocal (CLSM) e um novo protocolo de RT-gPCR para a
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quantificacdo de Candida nos tecidos infectados. O dano de RHVE foi avaliado pela medicao
da atividade de lactato desidrogenase (LDH), e a expresséo génica dos genes de viruléncia
HWP1, ALSs, EPA, PLBs, PLD e SAPs nas espécies de Candida foi avaliada pela técnica de
gPCR. Para 0s genes testados, os autores indicaram o desenho dos primers bem como testes
de especificidade usando o BLAST. Os autores observaram que ambas as espécies induziram
danos ao RHVE, no entanto, foi significativamente menor para C. glabrata. Em contraste,
houve um aumento significativo na colonizacdo e invasividade de C. glabrata no RHVE
qguando essa espécie foi adicionada junto com C. albicans ao tecido. A extensdo do dano
causado no RHVE pelas duas espécies pareceu ser principalmente dependente do processo de
invasdo. Dos genes de viruléncia testados, os autores concluiram que os genes HWP1, PLD1
e ALS3 foram considerados mais associados a patogenicidade no modelo. Os autores
encontraram que a expressdo dos genes ALS1 e HWP1 foi induzida no modelo de co-infecgédo
(com ambas as espécies), enquanto que o gene ALS3 teve expressdo semelhante em ambos
modelos de infec¢do. Os autores entdo concluiram que o modelo RHVE, juntamente com
ferramentas especificas de analise, permite a avaliacdo da colonizagdo e invasdo de Candida
com uma unica espécie ou co-infec¢do. Com este modelo, os autores ainda concluiram que C.
albicans € um colonizador do modelo RHVE muito mais invasiva em compara¢do com C.
glabrata. No entanto, eles ressaltam que a co-infeccdo do sitio por C. albicans juntamente
com C. glabrata aumentou a colonizagéo e invaséo de C. glabrata. Os resultados deste estudo
sugerem que os genes de viruléncia HWP1, PLD1 e ALS3 desempenham um importante
papel na patogenicidade das espécies de C. albicans e C. glabrata.

Com o crescente nimero de cepas de Candida spp. resistentes a agentes antiflngicos,
Freire et al.?®, realizaram em 2015 um estudo para avaliar os efeitos de um método
terapéutico, a inativacdo fotodindmica (PDI) nos biofilmes de Candida albicans, avaliando
seus efeitos sobre a expressdo das enzimas hidroliticas através do gene SAP5, lipase com o
gene LIP9 e fosfolipase pelo gene PLB2. Foram utilizadas 9 cepas clinicas de C. albicans
isoladas dos pacientes portadores do virus HIV, além de uma cepa padrdo ATCC 18804. A
quantificacdo da expressdo génica foi realizada através da técnica de RT-gPCR. Para o
tratamento com a PDI, foi utilizado luz de baixa poténcia (vermelho visivel, 660 nm) e o azul
de metileno (300 uM) como fotossensibilizador. Foram avaliados dois grupos experimentais:
PDI: sensibilizacdo com azul de metileno e irradiacéo a laser; e o controle sem sensibilizacdo
com azul de metileno e auséncia de luz. A PDI diminuiu a expressdo do gene SAP5 em 60%

enquanto observaram reducdo de 50% expressao dos genes LIP9 e PLB2. Quando os autores
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compararam o perfil de expresséo de cada gene entre os grupos, observaram diminuicdo na
expressdo génica, porém nado apresentou diferenca estatisticamente significante.

No ano de 2015, Chen et al.'®, ressaltando que C. albicans é um importante patdgeno
fangico humano e que uma das caracteristicas mais importantes da sua patogenicidade ¢ a
capacidade de formar biofilmes em superficies mucosas e implantes médicos residentes, 0
grupo avaliou o papel do fator de transcricdo Sfpl na regulacéo da formagéo de biofilme. Para
isso, cepas de C. albicans foram crescidas sobre meio suplementado, e 0 DNA das cepas
foram manipulados para a delecdo e reintegracdo dos genes SFP1, EFG1 e BCR1 de C.
albicans. A expressdo génica foi avaliada através de RT-gPCR. A delecdo do gene SFP1
aumentou a adeséo celular e a formagéo de biofilmes em comparagéo com a cepa padrdo. Os
autores relataram com curiosidade que o mutante com dele¢do do SFP1 também exibiu um
aumento na expressao dos genes ALS1, ALS3 e HWP1, os quais codificam adesinas.
Ressaltaram que os fatores de transcricdo Bcrl e Efgl sdo criticos para o controle da
formacdo de biofilmes, em que o Efgl também € necessario para o crescimento das hifas. A
exclusdo dos gene BCR1 ou EFG1 na cepa sfpl-null levou a reducdo da expressao dos genes
de adesina. Como resultado, os mutantes de delecdo dupla bcrl/sfpl ou efgl/sfpl exibiram
uma formacgdo de biofilme significantemente reduzida. Os resultados indicaram que o Sfpl
regula negativamente a formacéo do biofilme, principalmente dos genes de adesina ALS1,
ALS3 e HWP1, e que a repressdo desses genes é mediada pela inibicdo de Berl e Efgl. Os
autores concluiram que a formacéao de biofilme envolve processos complexos em C. albicans,
incluindo adesao celular, crescimento filamentoso, secrecdo de matriz extracelular e dispersédo
celular.

Um estudo com o objetivo de desvendar os mecanismos que medeiam a adaptacdo de
C. albicans ao estresse oxidativo, atraves do sistema antioxidante tioredoxina e a producédo de
NADPH pela via da pentose fosfato, foi realizado pelos autores Komalapriya et al.*, no ano
de 2015. Para que o fungo C. albicans, um patégeno oportunista da pele, cavidade oral e
tratos gastrointestinal e urogenital, invada o tecido humano causando infeccdo, ele
desencadeia uma série de sistemas que faz com que esse patdgeno evite o seu reconhecimento
por parte das células imunitarias do hospedeiro, fazendo-o sobreviver aos ataques de
fagocitos, que sdo programados para fagocitar e matar microrganismos invasores. Os
fagocitos matam os microrganismos através de uma série de toxinas, incluindo as ROS.
Portanto, segundo os autores, entender o sistema que leva C. albicans a sobreviver a

exposicdo de ROS, é muito importante para entender a patogenicidade desse fungo. Neste
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estudo, os autores fizeram o primeiro modelo representativo da resposta ao estresse oxidativo
por um microrganismo clinicamente relevante. Este é um modelo quantitativo matematico que
integra reacOes, descrevendo a desintoxicacdo de H>O. mediada pela enzima catalase, pelos
sistemas de glutationa e de tioredoxina, e também pela producdo de NADPH através da via de
pentose fosfato. Especificamente, a via que envolve a catalase age na degradacdo de H2O2 em
agua e oxigénio (CAT1), sendo considerada pelos autores a maior contribuicéo a resisténcia
ao estresse oxidativo. Ja o sistema de glutationa desempenha um papel com tripeptideo em
abundancia na resposta ao estresse oxidativo, enquanto o sistema tioredoxina ajuda na
desintoxicacao de H.O> além de agir também na reparacdo dos danos causados pelas proteinas
expressas. Finalmente, a producdo de NADPH através da via de pentose fosfato auxilia na
desintoxicacdo de H.O». Este modelo permitiu que os autores observassem que: existem
sistemas adicionais aos principais reguladores do estresse oxidativo Capl e Hogl; o papel da
catalase como o principal sistema de desintoxicacdo nas condigdes estudadas; o papel dos
sistemas da glutationa e tioredoxina na manutencdo do potencial redox celular e reparacéo de
danos, respectivamente; o conjunto tempo e dose dependentes do resultado dos mecanismos
de resposta ao estresse oxidativo sob diferentes cenarios de estresse; os efeitos das mutacdes
sobre a capacidade das células de C. albicans em responder ao estresse oxidativo. Eles entdo
concluiram, entre outras informacdes, que a ativacdo da via de sinalizagdo CAP1 em resposta
ao estresse oxidativo induz a transcricdo de varios outros genes antioxidantes, entre eles:
CAT1, TSAL, entre outros, contribuindo para a patogenicidade de C. albicans.

Aradjo et al.3, em 2016 realizaram uma revisio de literatura com o objetivo de levantar
estudos recentes que demonstraram avanco no entendimento da rede de genes reguladores da
formagdo de biofilme nas diferentes espécies de Candida. Nesta revisdo os autores
caracterizam a formacéo de biofilme como peca chave na candidose oral. Ainda, detalharam a
formacdo do biofilme como: fase de adesdo; formacdo camada basal do biofilme; maturacédo
do biofilme (diversas morfologias dos fungos e matriz extracelular); e por fim, a dispersao das
ceélulas. A estrutura do biofilme consiste geralmente de duas camadas e de um depdsito basal
de blastoporos recobertos por uma matriz espessa formada com células no formato de hifa.
Quando comparado o biofilme de C. albicans com as outras espécies, 0s autores concluiram:
quando comparado com o de C. parapsilosis, estes sd0 menos espessos, consistindo de
blastoporos agregados com leveduras e pseudohifas; quando comparou-se o biofilme de C.
albicans com o de C. tropicalis, estes, quando apresentam o biofilme maduro, sdo

caracterizados por uma rede densa de células em forma de levedura com morfologias
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filamentosas evidentes; C. glabrata por sua vez, forma um biofilme de monocamada
compacto ou de multiplas camadas mas apenas com blastoporos. Neste artigo os autores ainda
citam os processos regulatdrios por genes que sdo responsaveis pela formacdo do biofilme.
Além de outros genes, eles fizeram uma revisdo das fun¢des dos genes ALS1, ALS3, HWP1 e
EFG1, que estdo envolvidos na formacéo de biofilme. Em C. albicans, por exemplo, a adeséo
é mediada pelas adesinas ALSs. O gene ALS1 é detectado tanto em levedura quanto na
morfologia de hifa, enquanto que o gene ALS3 é expresso apenas na morfologia de hifa. O
gene HWPL1 codifica outra adesina, especificamente, uma proteina da parede celular do fungo
que promove adesdo dos microrganismos as células do hospedeiro, aléem de estar presente na
formacdo de tubos germinativos e formacdo de hifas. O gene EFG1, por sua vez, é
caracterizado como um gene regulador de transcricdo, o qual é recrutado quando ha a
formacdo de biofilme das diferentes espécies de Candida. Com esta revisdo, 0s autores
puderam elucidar para a comunidade cientifica a rede de expressdo génica envolvida nas
diferentes fases da formacdo de biofilme, e ainda ressaltam que esses genes sdo poucos
estudados nas diferentes espécies de Candida, sendo necessario seu aprofundamento na

formacéo de biofilme nas espécies nao albicans.

Com base nas informagdes obtidas na literatura pertinente, a Figura 1 ilustra onde os
genes de escolha estdo envolvidos na formacdo do biofilme em C. albicans, e o Quadro 1

descreve as principais caracteristicas dos genes propostos.

Figura 1 - Atuacdo dos genes na formacao do biofilme

PLB1

ALS3 SAP1 SOD1

HWP1 sapa CAP1
ALS1 EFG1 LIP3 \

Fonte: Adaptado do estudo dirigido por Finkel JS e Mitchell® (2011), p. 18.
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Quadro 1 - Genes de viruléncia de C. albicans

Systematic
Name*

Gene

Descricdo dos Genes

C1_13700W_A

ACT1

Actina. Transcri¢do regulada pela fase de crescimento na inducéo da
morfogénese da hifa e supressao da formacéo do biofilme. Gene utilizado
como padréo para controle interno nas reagdes RT-qPCR240:60,

C6_03700W_A

ALS1

Agglutinin-Like Sequence 1 (Aglutinina). O gene ALSL1 codifica proteinas
de adesdo necessarias para gue aos fungos se adiram a parede celular
durante a fase inicial de formacdo do biofilme. Tem papel complementar
na formacéo de biofilme?®62,

CR_07070C_A

ALS3

Agglutinin-Like Sequence 3 (Aglutinina). Esse gene codifica proteinas de
adesdo celular que atua como adesdes complementares em etapas mais
avancadas da formagao do biofilme. Esse gene € expresso principalmente
na forma de hifa dos fungos?®°2,

C3_02220W_A

CAP1

Proteina adenilato ciclase. CAP1 é responsavel pela ativagao de genes em
resposta ao stress oxidativo em C. albicans. A sua ativagéo induz a
transcricdo de varios genes antioxidantes?®“°, ajudando na protecéo dos
microrganismos contra os mecanismos de defesa do hospedeiro.

C1_06810W_A

CAT1

Catalase. Atua como gene do estresse oxidativo. Ele caracteriza a via
central de desintoxicagdo de H,O; pela enzima catalase. CAT1 é um dos
varios fatores que contribuem significativamente para a viruléncia de C.

albicans*083,

CR_07890W_A

EFG1

EFG1 é um gene regulador de transcricdo. Controla a formagao de
biofilme em C. albicans. Faz parte do circuito regulador de hifas®.

C4_03570W_A

HWP1

Codifica uma proteina da parede de hifas envolvida na adeséo de C.
albicans a células epiteliais. Propicia a adesdo de C. albicans a células
epiteliais ao agir como um substrato para transglutaminase apresentando
um papel importante na patogénese deste fungo®®®°. HWP1 codifica uma
proteina de adesdo especifica do fungo na forma de hifa5,

C1_09900W_A

LIP3

Lipase. Esta associada ao crescimento do biofilme sobre superficies
mucosas®’.

C6_01990W_A

PLB1

Fosfolipase B promove a adesdo e penetracdo do fungo na célula do
hospedeiro, contribuindo para destruicéo tecidual®**°.

C6_03490C_A

SAP1

Secreted Aspartyl Proteinase 1. SAP1 é um gene que codifica a expressdo
de proteinase nas fases iniciais da adesdo, refletindo na colonizacéo e
contribuindo para a lesdo do tecido, pois degrada as proteinas®®.

C6_03500C_A

SAP4

Secreted Aspartyl Proteinase 4. SAP4 é um gene associado a expressao de
proteinases que auxiliam a transicdo morfoldgica de levedura para hifas
em Candida albicans, contribuindo para maior viruléncia do fungo®,

C4_02320C_A

SOD1

Superéxido dismutase. SOD1 é um gene que contribui para a viruléncia de
C. albicans expressando proteinas para que o fungo supere o estresse
oxidativo e sobreviva aos mecanismos de defesa do organismo®’°,

C2_00680C_A

SOD5

Superdxido dismutase. SOD5 é um gene que codifica proteinas para
protecdo do fungo contra o estresse oxidativo. Fatores de transcri¢cdo
regulam a expressao de SOD5, que por sua vez, regula a transi¢do de C.
albicans de levedura para hifa propiciando maior viruléncia ao micro-
organismo*®.

Caracteristicas dos genes de viruléncia de C. albicans propostos neste estudo para analise da expressao
génica. * Da base de dados “Candida Genome Database”.
Fonte: Elaborag&o prdpria.
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3 PROPOSICAO

ESTUDO 1: 1) Analisar a especificidade dos primers da literatura para 12 genes de C.
albicans (ACT1, ALS1, ALS3, CAP1, CAT1, EFG1, HWP1, LIP3, PLB1, SAP1, SAP4,
SOD1 e SOD5) através de analises in silico e in vitro. 2) Delineamento e analise de primers
para esses genes de C. albicans através do programa “Beacon Designer” quando 0s primers
da literatura ndo apresentaram caracteristicas proximas as ideias ou inespecificidade. 3)
Padronizacdo dos primers para sua utilizacdo na técnica de RT-gPCR para examinar

expressao de genes de C. albicans em amostras clinicas advindas de pacientes.

ESTUDO 2: Avaliar a expressdo génica dos genes de viruléncia de C. albicans ALS1, CAP1,
CAT1, EFG1, HWP1, LIP3, PLB1, SAP1, SOD1 e ACT1 (controle interno) em isolados
clinicos de pacientes submetidos a diferentes terapias: convencional com Nistatina e Terapia

Fotodindmica Antimicrobiana.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Estudo 1: Analise e padronizacdo de primers para utilizacdo na técnica de RT -
gPCR

Em suma, para determinar a especificidade dos genes de viruléncia de C. albicans
(ACT1, ALS1, CAP1, CATL, EFG1, HWP1, LIP3, PLB1, SAP1 e SOD1) para posterior
utilizacdo em isolados clinicos provenientes de dois tratamentos, Nistatina e aPDT, foi
necessario:

1) Analise in silico e in vitro de primers da literatura especificos para 0s genes de
escolha;

2) Delineamento, analise in silico e in vitro de novos primers delineados para 0s genes
de interesse;

3) Analise in vitro dos primers que apresentaram melhores caracteristicas. A analise in
vitro para padronizacdo dos primers consistiu em: extracdo de DNA; preparo dos primers
liofilizados; especificidade dos primers pela técnica de PCR seguida de eletroforese em gel de
agarose; determinacdo da concentracdo 6tima de cada primer; confeccdo da curva padréo; e

reacdo de qPCR para analisar a eficiéncia dos mesmos.

4.1.1 Andlise in silico dos primers

Anterior a quantificacdo da expressdo génica dos genes de viruléncia de C. albicans,
fez-se necesséaria a padronizacdo dos primers para a técnica de gPCR. Quando os primers
obtidos da literatura ndo apresentaram boas caracteristicas in vitro, por apresentaram reacdo
cruzada e/ou produtos inespecificos, foi realizada uma nova busca pela literatura a procura de
primers especificos. Além da busca na literatura por primers especificos, novos primers
foram desenhados para a obtencdo méxima de especificidade para os genes alvo. Em suma,
todos os primers foram analisados através das etapas: 1-obtencdo do gene no formato FASTA
na base de dados “Candida Genome Database’’; 2- anélise de homologias através do Blast; 3-
alinhamento das sequéncias com a ferramenta ClustalW2; 4- analise de estruturas secundarias
através da ferramenta Mfold e, finalmente, 5- analise no programa Beacon Designer™. Essa
busca, analise e desenho dos primers foram realizados de acordo com a metodologia descrita

detalhadamente a seguir.
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4.1.1.1 Busca por artigos com primers especificos para os Genes de Viruléncia

Inicialmente, pesquisas no PubMed foram realizadas para encontrar genes de
viruléncia relacionados a C. albicans (Quadro 1), utilizando a combinagdo das palavras-
chave: 1) Candida albicans, qPCR, expressao génica; 2) Candida albicans, nome especifico
dos genes listados no Quadro 1. Os trabalhos foram selecionados quando o0s autores

descreviam a especificidade dos primers.

4.1.1.2 Sequéncia do gene em formato FASTA

Utilizando o site Candida Genome Database (http://www.candidagenome.org/), as

sequéncias dos genes foram obtidas no formato FASTA. Para a realizacdo desta busca, 0
nome do gene foi colocado na lacuna “search” do site, a opcdo “go” foi clicada e uma nova
pagina foi aberta para que o gene da espécie escolhida fosse selecionado. As caracteristicas do
respectivo gene alvo aparecem nessa nova pagina podendo ser consultadas. A sequéncia pode
ser visualizada em formato FASTA clicando na aba “Homolog” e “Genomic (multi-FASTA
format) ”. A sequéncia no formato FASTA foi analisada em documento do Word para que se
tornasse mais fécil a verificacdo e analise. Os primers, tanto o Forward quando o Reverse
foram encontrados na sequéncia e apds esta etapa, o produto do PCR (Amplicon) p6de ser
visualizado. Amplicon é o produto da amplificacdo, conta-se a partir da primeira letra do
Forward e termina-se na Ultima letra do Reverse (espelho), o amplicon entdo determina o
tamanho do produto. O Forward é encontrado com a mesma sequéncia descrita enquanto o

Reverse é encontrado em sua forma de espelho (Figura 2).

Figura 2 - Exemplificagdo dos primers: Forward, Reverse e seu espelho

Forward  AACCAATAGTGATGTCAGCAGCAT

SAP1 Reverse ACAAGCCCTCCCAGTTACTTTAAA

Espelho TTTAAAGTAACTGGGAGGGCTTGT

Fonte: Elaboracéo prépria.
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4.1.1.3 Basic Local Alignment Search Tool

Ap0s os primers serem encontrados nas sequéncias dos genes, estes foram analisados
no Basic Local Alignment Search Tool (Blast). Blast € um programa de busca utilizado para
checar se as sequéncias dos primers sdo homologas a alguma sequéncia existente que ndo 0s
genes alvos do estudo. Esse programa busca similaridade em todas as bases de dados
(bactérias, fungos, entre outros), além disso, busca sequéncia dos primers escolhidos com
outros genes da mesma espécie e com 0s genes de outras espécies. Esta anélise € realizada
através de uma interface da web redirecionada pelo site  PubMed

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).

Apds clicar no icone BLAST, a pagina é redirecionada. Nesta nova pagina o campo
“nucleotide blast” deve ser selecionado e uma nova pagina ¢ aberta com os campos para
colocarmos as sequéncias dos primers e as carateristicas que queremos que sejam analisadas.
Depois de realizada essa busca, o resultado é apresentado em outra janela e as homologias

encontradas sdo detalhadas.

4.1.1.4 Candida Genome Database

Nesta pesquisa, 0s primers também tiveram a homologia testada com outras espécies
de fungos através da base de dados do site “Candida Genome Database”
(http://www.candidagenome.org/). Este site possibilita essa analise, pois possui uma base de
dados exclusiva para fungos, inclusive das espécies de Candida.

Para checar a homologia ¢ necessario clicar na ferramenta “Tools” e “BLAST”. A
secdo € aberta e entdo os primers (Forward e Reverse-espelho) sdo copiados um de cada vez
na lacuna da sequéncia em formato de FASTA o botao “Run Blast” deve ser clicado e uma

pagina com as homologias é gerada.

4.1.1.5 Clustal analise — Alinhamento das sequéncias alvo

Clustal Omega é um programa de alinhamento de sequéncias mdaltiplas. Este programa
alinha duas ou mais sequéncias gendmicas de escolha com o objetivo de analisar se as
sequéncias dos primers escolhidos sdo homdlogas a(s) sequéncia(s) de outro(s) gene(s) ou
especie (s) (http://lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Para que ocorra esse pareamento, as

sequéncias devem ser copiadas juntamente com seu nome no campo “STEP 1 - Enter your
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input sequences”, a op¢ao “DNA” ¢ escolhida e entdo, o campo “Submit” deve ser clicado.
Essa pagina gerard o alinhamento das sequéncias de escolha. Os primers podem assim ser
encontrados e a analise realizada. Com este programa também ha a possibilidade de analisar a
forca de interacdo entre os nucleotideos homologos [A-T ligacdo mais fraca (duas pontes de

hidrogénio) / G-C ligacdo mais forte (trés pontes de hidrogénio)].

4.1.1.6 Mfold

Para analisar a existéncia de estruturas secundarias nos primers escolhidos e nos
produtos de gPCR, o programa Mfold é o escolhido. Mfold € um programa gratuito disponivel
na internet através do site http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold. Este programa apresenta
como principais vantagens a possibilidade de alterar as condicdes i6nicas dos primers ([Na*] e
[Mg™]) e as temperaturas desejadas para o anelamento dos mesmos. A escolha dessas
caracteristicas permite melhor fidelidade dos resultados in silico, pois se assemelha mais as
caracteristicas da técnica in vitro. As caracteristicas de escolha para a analise de estruturas
secundarias nas sequéncias foram:

- Folding temperature: 60°C
- [Na*]: 50 mM
- [Mg™]: 3mM

4.1.1.7 Beacon Designer™

Beacon Designer™ (Premier Biosoft) é um software desenvolvido para desenhar
primers e sondas para ensaios de PCR. Além de desenhar primers novos com caracteristicas
pré-determinadas, essa ferramenta também analisa primers ja desenhados. O diferencial desse
programa é que todas as caracteristicas podem ser alteradas de acordo com o primer desejado,
como por exemplo, checar homologia, escolher Tm, o fluoréforo que sera utilizado, entre
outros. Com esta ferramenta, foi realizada a analise de todos os primers adicionais obtidos da

literatura como também foram desenhados novos primers para 0s genes de interesse.
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4.1.2 Extragdo de DNA para padronizacao dos primers

Previamente a realizacdo da técnica de gPCR para analisar a expressdo génica dos
fatores de viruléncia das amostras clinicas e anteriormente a analise in vitro da efetividade dos
primers (para os genes ACT1, ALS1, CAP1, CAT1, EFG1, HWP1, LIP3, PLB1, SAP1, SAP4
e SOD1), cepas de Candida albicans (Ca) SC5314 obtidas do “Stanford Genome Technology
Center” (SC) (Stanford University, USA), Candida glabrata (Cg) ATCC 2001, Candida
tropicalis (Ct) (ATCC 4563) e Candida krusei (Ck) (ATCC 6258) obtidas do “American Type
Culture Collection (ATCC) (University Boulevard, Manassas, USA), e Candida dublinensis
(Cd) (CBS 7987) obitidas do “Centraalbureau voor Schimmelcultures” (CBS) (Utrecht,
Netherlands) foram descongeladas e submetidas a extracdo de DNA. O DNA extraido das
cepas foi usado como template na reacdo de PCR para testar a especificidade dos primers
contra estas espécies. Posteriormente, para analisar integridade do material genético, 0s
produtos de PCR foram analisados em gel de agarose.

4.1.2.1 Extracdo e isolamento do DNA

Para a extracdo do DNA, as cepas das espécies de Candida foram descongeladas e
reativadas em placas de Petri contendo o meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Acumedia,
Neogen, Lansing, Michigan, USA). Estas foram mantidas por 48 horas em estufa a 37°C.
Decorrido este periodo, de 5 a 10 col6nias foram coletadas da placa e cultivadas em 10 mL de
meio Yeast Nitrogen Base (YNB) (Acumedia, Neogen, Lansing, Michigan, USA) overnight
(16 horas) caracterizando o pré-indculo . Em seguida, preparou-se os inéculos incubando 500
puL de cada suspensdo do pré—inéculo em 9,5 mL de YNB (1:20) por aproximadamente 8
horas a 37° C, para que as células alcancassem o meio de sua fase exponencial de
crescimento, 0 que proporcionaria maior quantidade de DNA integro. O crescimento dos
microrganismos foi monitorado longitudinalmente por espectofotdmetro com comprimento de
onda de 540 nm para determiner a densidade Optica (DO). A DO de cada espécie
correspondente ao meio da fase de crescimento exponencial foi: C. albicans DOsaonm 0,502;
C. dubliniensis DOssonm 0,499; C. glabrata DOssonm 0,565; C. krusei DOssonm 0,543; C.
tropicalis DOssonm 0,512. Decorrido esse periodo a suspensdo foi centrifugada durante 10
minutos a 4° C e rotacdo de 5,000 xg, o sobrenadante foi descartado e o pellet armazenado a -

20° C até o momento de sua utilizacéo.
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Na sequéncia, o0 DNA dos microrganismos foi extraido com a utilizacdo do kit de
purificacido EPICENTRE MasterPure™ Complete DNA and RNA Purification Kit
(ILLUMINA, INC, San Diego, CA, USA) seguindo a metodologia descrita a seguir.
Para a realizacdo do isolamento do DNA fdngico, os pellets dos diferentes
microrganismos foram suspensos em 500 pL de Tris EDTA (TE) (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, USA), centrifugados por 10 min a 10,000 xg a 4 °C e o sobrenadante foi descartado. O
pellet de cada amostra foi entdo ressuspenso em 100 uL de TE, adicionou-se 10,9 uL da
enzima lizosima (100 mg/mL) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA) e 5 pL de mutanolisina
(5U/uL) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA), e incubou-se a 37° C por 30 min.
O volume dos reagentes do Kit de purificacdo foi ajustado para aumentar a eficiéncia da

extracdo do DNA total da seguinte forma:

a) Aliguotas de 2 pL da enzima proteinase K (20 mg/mL) foram diluidas em 350 uL da
Solucdo de Lise Celular e Tecidual (Tissue and Cell Lysis Solution) proveniente no Kit;

b) Aliquotas de 350 pL da Solucéo acima preparada foram adicionadas nas amostras de
Candida separadamente, estas foram misturadas vigorosamente e incubadas a 65° C por
15 minutos;

c) Decorrido esse periodo as amostras ficaram a 37° C, adicionou-se 2 pL da enzima RNAse
A (10 mg/mL) e incubou-se a 37° C por 30 min;

d) As amostras foram colocadas no gelo por 5 min;

e) Aliguotas de 150 puL do Reagente para Precipitacdo de Proteina (MPC) foi adicionado a
amostra lisada e esta foi vortexada por 10 seg;

f) Em seguida a amostra foi centrifugada por 10 min a 10,000 xg a 4° C, o sobrenadante foi
transferido para outro tubo e o pellet descartado;

g) Foram adicionados 750 pL de isopropanol, a solucdo foi homogeneizada e incubada
overnight;

h) A amostra foi novamente centrifugada por 10 min a 10,000 xg a 4° C, e o sobrenadante
foi descartado;

i) Para lavar a amostras, foram adicionados 200 uL de etanol 75% sobre o DNA (2 vezes)
com o acréscimo de 1 lavagem com 200 pL de etanol 99% para melhor secagem do
pellet, decorrida essas lavagens, as amostras foram centrifugadas por 1 min e o

sobrenadante descartado;
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J) O DNA foi resuspenso em 35 pL de tampdo TE e quantificado em nanoespectofotdmetro
(DO 260nm e razdo DO 260/280) (NanoDrop DS-11, DeNovix, Wilmington, DE, USA).

Estas foram mantidas em freezer -20°C.

4.1.2.2 Eletroforese em gel de agarose

Para checar a integridade do material genético, as amostras foram testadas com a
técnica de Eletroforese em Gel de Agarose. Inicialmente, a solucdo tampéo, 10x TAE Buffer
(Life Technologies Brasil Com Ind Prod Bio LTDA, Séo Paulo, SP, Brasil), foi preparada
para chegar a concentracdo de 1x. Para isso, 100 mL da solucdo tampédo 10x TAE foi diluida
em 900 mL de agua miliQ. Este tampdo foi utilizado para fazer o gel de agarose e para
preenchimento da cuba de eletroforese. Como 0 DNA tem peso molecular alto, o gel de
agarose foi feito na porcentagem de 1% nas seguintes concentracdes:

a) Em um béquer foi misturado 1 grama de agarose (1% agarose Life Technologies Corpor,
Staley Road, New York, USA) para cada 100 mL da solugéo de 1x TAE (escala feita para
um gel pequeno);

b) A mistura foi colocada sobre uma placa pré-aquecida a 65 °C de um agitador magnético e
apos, foi colocado em micro-ondas até que a solucéo ficasse homogénea;

c) Apo0s a solucdo estar homogeinizada, esta foi colocada novamente sobre uma placa pre-
aquecida a 65 °C de um agitador magnético e foi acrescentado 1,6 pL de brometo de
etidio (10 mg/mL);

d) A solucdo foi colocada imediatamente em um suporte, anteriormente nivelado com a
bancada e com os pentes em posicao (para a confec¢do das canaletas para a insercdo das
amostras) para que o gel fosse solidificado.

Para correr o gel, foram adicionados 1 pg de DNA por canaleta (dependendo da
quantidade de DNA de cada amostra) homogeinizado com solu¢do “Loading Buffer” (1
volume do buffer para cada 4 volumes da amostra de DNA). No primeiro slot de cada pente
foram acrescentados 15 puL de DNA Ladder (Invitrogen) e o gel com as amostras foi
submetido a corrida horizontal em cuba da Bio-Rad® com poténcia de 70 V por 45 minutos.
As imagens foram obtidas e analisadas através do Bio-Rad Gel Doc System® (Bio-Rad
Laboratories, Alfred Nobel Drive, Hercules, CA, USA).
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4.1.3 Padronizacgao dos primers

4.1.3.1 Primer: diluicdo e armazenamento

As sequéncias dos primers (Forward e Reverse) foram enviadas para sintese. Os
primers para os genes ACT1, ALS1, CAP1, CAT1, EFG1, HWP1, PLB1, LIP3, SAP1 e
SOD1 foram adquiridos liofilizados (Life Technologies Brasil Com Ind Prod Bio LTDA, Séao
Paulo, SP, Brasil). Para seu preparo, os tubos foram centrifugados por 1 minuto a 10,000 xg
para que resquicios do pé nao ficassem na tampa. Em seguida, estes foram suspensos em 0.1
mM (100 uM) de TE, pH 8,0, adicionando-se 10 ul de TE por nmol de primer (cada primer
trazia a informacdo detalhada sobre a quantidade em nmol do mesmo, assim como Seu peso
molecular). Cada primer foi vortexado e deixado em temperatura ambiente por 15 minutos.
Decorrido esse periodo, os primers foram quantificados em espectofotdmetro (NanoDrop DS-
11, DeNovix). Essas solugdes constituiriam a solucdo estoque de cada primer forward e
reverse.

A concentracdo de cada solucdo estoque foi verificada colocando-se 1,25 pL da
solugdo no espectofotdbmetro. A concentracdo de 0,1mM da solucdo estoque deveria estar
préxima a concentracdo esperada indicada pelo fabricante (podendo variar até 20% para mais
Ou para menos), e a razdo Azeo/Azgo deveria estar entre 1,8 — 2,1. Para o preparo de solucdes
de trabalho, as solucdes estoque foram diluidas em agua de grau molecular (Molecular Grade
Water, Ambion) a 1:10, para atingir a concentracdo de 10 uM (Ex: 100 pL de primer forward
+ 100 pL de primer reverse + 800 puL de H.O = 1000 pL do primer na concentragdo de 10
pUM). Aliquotas de 50 pL de cada solucéo trabalho foram armazenadas em freezer -20°C.

Apds, as solucBes estoque a 100 uM foram armazenadas também em freezer -20°C.

4.1.3.2 Anélise in vitro e padronizacéo dos primers

Para verificar o tamanho do produto de PCR e se os primers eram detectados em
outras espécies de Candida, os primers sintetizados foram testados contra um painel de DNA
genémico das diferentes espécies de Candida (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C.
tropicalis, C. dubliniensis), utilizando a técnica de PCR convencional seguida de eletroforese
em gel de agarose. Foi realizado um controle negativo da expressdo em agua de grau
molecular (Molecular Grade Water, Ambion). Em seguida, a concentragcdo 6tima de cada

primer foi estabelecida e curvas padrdo foram confeccionadas para cada gene a partir dos
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produtos de PCR. A concentracdo étima de cada primer bem como a confecgdo das curvas de
concentracdo foram analisadas pela técnica de gPCR.

4.1.3.3 Especificidade dos primers por PCR seguido de eletroforese em gel de agarose

A técnica de PCR convencional foi realizada utilizando o kit Tag DNA Polymerase,
recombinant kit (Life Technologies Corpor, Staley Road, New York, USA). Para uma reacédo
de 50 uL, foi feito um master mix com o0s seguintes componentes para cada primer e para
cada reacdo:

- 40,25 L de agua de grau molecular;

- 5L de iTaq Buffer 10X;

- 1,5 pL de MgCl; (50 mM);

- 1 pL de dNTP mix (10 mM);

- 1 pL da solugéo trabalho do primer mix (10 uM — Forward e Reverse);
- 0,25 pL de iTaqg DNA Polymerase.

Em tubos de 0,2 mL, foram pipetados 49 pL deste master mix e acrescentado 1 pL do
DNA gendmico de cada espécie de Candida na concentracdao de 200 ng/uL (template). O
ciclo de amplificacdo do PCR foi:
Ciclo 1: 95°C por 3 minutos (ciclo de desnaturacao inicial);
95°C por 15 segundos (desnaturacao),
Ciclo 2: 50°C, 55°C ou 60°C por 30 segundos (temperatura de anelamento
que depende de cada primer);
72°C por 30 segundos (ciclo de polimerizagéo);
Repetir “Ciclo 2” por 39 vezes

Ciclo 3: 4°C por tempo infinito (o hold)

Os produtos de PCR entdo foram utilizados imediatamente para analise em gel de

agarose a 2% e depois armazenados em freezer -20°C.
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O Gel de Agarose foi confeccionado nas seguintes concentracGes (escala feita para um
gel grande):
- 150 mL de 1X TAE;
- 3 gramas de agarose;

- 1,2 pL de brometo de etidio.

O gel foi corrido no aparelho horizontal Bio-Rad na poténcia de 60 V pelo tempo de
80 minutos. As imagens foram obtidas e analisadas através do Bio-Rad Gel Doc System®
(Bio-Rad Laboratories, Alfred Nobel Drive, Hercules, CA, USA).

4.1.3.4 Determinacdo da concentragdo 6tima de cada primer

A concentracdo 6tima de cada par de primer foi determinada utilizando a técnica de
gPCR com o fluor6foro SYBR Green (Life Technologies Corpor, Staley Road, New York,
USA) e DNA gendmico de C. albicans na concentracdo de 10 ng/pL. Para se obter essa
concentracdo, 5 pL da amostra de DNA de C. albicans (200 ng/pL) obtido na extracdo do
material genético (item 4.1.2) foi diluido em 95 pL de agua de grau molecular Cada primer
foi testado com diferentes concentracfes de acordo com a caracteristica de cada um. Os
primers desenhados tiveram as concentracdes testadas baseadas no resultado do gel de
agarose corrido no teste de especificidade, que foi de 200 nM para os genes ACT1 b, ALS1,
LIP3, HWP1 b e PLB1, e 400 nM para os primers CAP1, CAT1 e EFG1 (pois apresentaram
banda fraca quando testados com 200 nM). Para os primers da literatura, as concentragdes
foram baseadas na descrita pelos autores. As concentragdes testadas estdo descritas no Quadro
2.

Quadro 2 - Concentracdes testadas para os diferentes primers

Primers Concentrac0es testadas
ACT1, ALS1, LIP3, 200 nM; 250 nM; 300 nM; 350 nM
HWP1 be PLB1
CAP1, CAT1, EFGle 300 nM; 350 nM; 400 nM; 450 nM
SOD1
SAP1 400 nM; 450 nM; 500 nM; 550 nM; 600 nM; 650 nM
HWP1 (CT) 400 nM; 450 nM; 500 nM; 550 nM

Fonte: Elaboracgdo propria.



58

O volume dos reagentes utilizados para cada reacdo (volume final de 25 pl) para teste
da concentracdo de cada primer esta descrito no Quadro 3. Os reagentes foram misturados
formando um Master Mix (sem DNA) nas quantidades necessarias para que as reacoes
ficassem em duplicatas na placa de gPCR. Os volumes que variam para cada concentracao sdo

0s volumes da solucéo trabalho dos primers e da agua.

Quadro 3 - Componentes do Master Mix para testar diferentes concentracdes para 0s

primers

200 nM 250 nM 300 nM 350 nM 400 nM
Componente Volume Volume Volume Volume Volume
DNA template 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
2X SYBR Green 12,5 ul 12,5 pl 12,5 pl 12,5 pl 12,5 pl
Supermix
10 UM primer set 0,5 ul 0,625 pl 0,75 pl 0,875 ul 1ul
Agua de grau 11,5 ul 11,375 pl 11,25 pl 11,125 pl 11 pl
molecular
Total 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul
450 nM 500 nM 550 nM 600 nM 650 nM
Componente Volume Volume Volume Volume Volume
DNA template 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
2X SYBR Green 12,5 pl 12,5 pl 12,5 pl 12,5 pl 12.5 pl
Supermix
10 uM primer set | 1,125l 1,25 ul 1,375 ul 1,5 ul 1,625 pl
Agua de grau 10,875 pl 10,75 pl 10,625 pl 10,5 ul 10,375 pl
molecular
Total 25 pl 25 pl 25 pl 25 pl 25 pl

Note gue os volumes que alteram sdo o volume da agua e do primer.
Fonte: Elaboragdo propria.

Todos os volumes (de cada concentracdo para o Master Mix) foram multiplicados por
5,6 para plagueamento em duplicada na placa de qPCR. Apoés a preparacdo do Master Mix,
61,25 uL foram transferidos para tubos menores (0,65 mL) contendo aliquotas de 1,25 uL do
DNA template de C. albicans, ou 1,25 puL de H.O de grau molecular. O tubo foi vortexado
gentilmente e 25 pL do master mix com o DNA template ou H2O de grau molecular (controle)
foram plaqueados em duplicata na placa de gPCR. Foi realizada a analise de Amplification
Plots (graficos que mostram o padrdo de amplificacdo exponencial de produtos de PCR) e
valores de Cq ou Quantification Cycle (anteriormente chamado de Ct ou Threshould Cycle)
obtidos durante a reacdo de gPCR para determinacdo da concentragdo 6tima de cada primer.
Considera-se a concentracdo 6tima do primer aquela que apresentar menor Cq. Ciclo do
gPCR:
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Ciclo 1: 95°C por 10 minutos (ciclo de desnaturagdo inicial);

94°C por 15 segundos (desnaturacao),
Ciclo 2: 50°C, 55°C ou 60°C por 30 segundos (temperatura de anelamento
que depende de cada primer);

60°C por 15 segundos (ciclo de polimerizagéo);

Repetir o “Ciclo 2” por 39 vezes

Melt Curve: 55°C por 5 segundos
95°C

4.1.3.5 Confeccdo de Curvas Padrao para Analise da Expressdo Génica

A curva padrdo de cada primer foi confeccionada baseada no Produto de PCR dos
primers para 0 DNA gendmico de C. albicans (resultados da reagdo de PCR convencional
com a concentracdo ideal de cada primer ja determinada). Foi realizado PCR convencional
com um total de 7 reacBes para cada gene para aumentar a eficiéncia do PCR. Mais
precisamente, foi feito um master mix para cada par de primer com 0S componentes nos
seguintes volumes para cada reacéo:

- 40,25 pL de agua de grau molecular;

- 5 uL de iTaq Buffer 10X;

- 1,5 pL de MgCl; (50 mM);

- 1 pL de dNTP mix (10 mM);

- 1 uL da solucéo trabalho do primer mix (10 uM — Forward e Reverse);
- 0,25 pL de iTaqg DNA Polymerase

Os volumes de agua de grau molecular (40,25 pL) e solucdo trabalho do primer (1 pL)
foram alterados de acordo com a concentracdo 6tima de cada primer. Os volumes acima
detalhados foram para a concentragdo 6tima do primer de 200 nM. Por exemplo, o primer
ALS1 teve sua concentracdo Otima avaliada em 300 nM, portanto, a quantidade de agua de
grau molecular foi alterada para 39,75 L, enquanto para o primer, o volume foi alterado para

1,5 pL para chegar na concentragédo desejada.
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Todos esses componentes foram misturados em tubos de 1,5 mL, vortexados e
pipetou-se 49 puL do master mix em tubos de 0,2 mL onde ja estavam aliquotados 1 pL do
DNA gendmico de C. albicans ou agua de grau molecular . Os tubos foram levados a
méaquina de PCR com o mesmo ciclo citado no item 4.1.3.3., alterando a temperatura de
anelamento de acordo com cada primer.

Posteriormente, os produtos de PCR obtidos das 7 reagdes (7 tubos) para cada primer
com o DNA de C. albicans foram combinados e foi corrido um gel de agarose a 2% para
checar a integridade do produto de PCR.

Apos verificada a integridade, seguiu-se o protocolo de purificacdo do produto de PCR
com o kit QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha). Os volumes aqui
estabelecidos foram contados para 7 reacbes de PCR convencional como mencionadas
anteriormente. O protocolo para purificacdo dos produtos de PCR foi realizado da seguinte
forma:

a) Os produtos de PCR combinados de 7 reacbes foram diluidos com 1,700 puL de Buffer
PB;

b) Em uma coluna de purificacdo QIAquick (Qiagen), instalada em um tubo coletor de 2 ml,
foram colocados 700 pL da amostra “a” para que houvesse a unido do DNA (i.e.,
produto de PCR) a membrana da coluna de purificacdo e esta coluna foi centrifugada por
60 segundos a 14,000 xg;

c) O liguido que ficou no tubo coletor foi descartado e mais 700 UL da amostra da etapa
“a” foram colocados na coluna;

d) Os passos “b” e “c” foram realizados até que toda a amostra com os produtos de PCR
fossem passadas pela coluna de purificagéo;

e) A coluna entdo foi lavada com 750 pL de Buffer PE e esta foi centrifugada novamente
por 60 segundos a 14,000 xg;

f) O liquido do tubo coletor foi descartado. A coluna foi colocada no mesmo tubo e esta foi
centrifugada mais uma vez por 1 minuto para que a membrana de purificagdo secasse;

g) O tubo coletor foi descartado e a coluna de purificagdo foi colocada em um novo tubo de
1,5 mL com tampa;

h) Para eluir o DNA e retird-lo da membrana, foi acrescentado 50 puL de Buffer EB no
centro da membrana e esta foi centrifugada por 1 minuto com a mesma rotacao;

i) O eluente entdo consiste no Produto de PCR purificado. Estes foram armazenados em
freezer -20°C.
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Apos purificagdo, os produtos de PCR foram quantificados em espectofotdmetro e
assim foi possivel calcular o rendimento do produto de PCR e o nimero de copias que cada
primer proporcionou com a técnica. Através da técnica de eletroforese em gel de agarose 2%
verificou-se a integridade e o tamanho dos produtos de PCR purificados. O gel foi corrido
com a quantidade de 250 ng de cada produto de PCR por canaleta.

O valor da concentra¢do do produto de PCR foi utilizado para calcular o nimero de

copias de cada gene, utilizando a equacéo descrita por Yin et al.%:

Copias/mL = (6,023x10%%)(concentracio do produto de PCR em g/ml)
(Tamanho do produto de PCR em pb)(6,58x102)

Ap06s o célculo, os produtos foram diluidos em H20 de grau molecular para 2 x 10°
copias/mL, e em seguida foi realizada uma diluicdo seriada de 10 vezes (10 uL do produto de
PCR + 90 pL agua) até chegar a concentracio de 2 x102 copias/mL. Com esta etapa, portanto,

obteve-se a diluicdo seriada dos Produtos de PCR purificados.

4.1.3.6 Reacdo de qPCR para verificar a eficiéncia de cada primer

Apos a realizagdo da diluicdo seriada, a técnica de qPCR foi realizada para avaliar a
eficiéncia e observar a qualidade da diluicdo dos produtos de PCR perante as Curvas de
Concentracdo de cada gene especifico. A concentracdo de cada primer para a realizacdo do
gPCR foi de acordo com aquela 6tima estabelecida.

O Master Mix foi preparado [Template, 2x SYBR Green, primer (10 uM) e &gua de
grau molecular] atentando-se para a utilizacdo da quantidade de primer e H2O especificos
para a concentracdo de cada gene. O Master Mix foi realizado em quantidade adequada para
fazer a reacdo em duplicata na placa de gPCR. Ao invés do DNA gendmico de C. albicans,
nesta etapa o template foi o proprio produto de PCR purificado de cada gene especifico ou a
H>O de grau molecular para o NTC (controle - No template control). O ciclo de gPCR foi
determinado de acordo com a temperatura de cada primer e os resultados avaliados no
programa Bio-Rad CFX Manager™ Software (Bio-Rad Laboratories, Alfred Nobel Drive,
Hercules, CA, USA).

Para todos os genes testados, o coeficiente de correlagdo foi de =1 e a eficiéncia de

reacdo de 90-110%, com slope de =-3.3. Apos a definicdo das melhores concentragdes para
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cada primer, a otimizacdo das reacdes de qPCR e a confecgéo das curvas padréo para gPCR
para cada gene, esses primers estavam padronizados e poderiam ser utilizados para avaliar a

expressao génica de C. albicans em amostras clinicas.

4.2 Estudo 2: Expressao génica dos genes de viruléncia em isolados clinicos de pacientes
submetidos a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana e Nistatina

4.2.1 Preparo das amostras

4.2.1.1 Tratamento dos pacientes

Previamente ao inicio dos experimentos, o projeto de pesquisa no qual as amostras
foram obtidas, foi submetido ao “Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos ” (CEP) da
Faculdade de Odontolodia de Araraquara, o qual autorizou a execucao do trabalho (ANEXO
A). As amostras providas de pacientes foram coletadas no estudo da aluna de doutorado
Fernanda Alves (Processo FAPESP 2014/01262-1). Nesta pesquisa, pacientes usuarios de
préteses totais superiores, com estomatite protética foram selecionados e aleatoriamente
distribuidos em 2 grupos (n=30): Grupo A - aPDT (Terapia Fotodindmica Antimicrobiana); e
grupo B - NIS (Nistatina). No grupo aPDT os pacientes foram submetidos a aPDT: tanto a
prétese total superior quanto o palato dos pacientes foram fotossensibilizados e tratados com o
fotossensibilizador (FS) Photodithazine® (PDZ) (Ruassia, Moscou) durante 20 minutos na
concentracdo de 200 mg/mL e, posteriormente, iluminados com luz LED (660 nm — 50
J/icm?). O tratamento aPDT esta ilustrado na Figura 3. Esse tratamento foi realizado trés vezes
por semana durante 15 dias, totalizando 6 sessdes. No grupo B (NIS) os pacientes foram
tratados com antifungico Nistatina suspensdo oral (100.000 Ul/mL), 4 vezes ao dia, por 15
dias, sendo orientados a fazerem bochechos durante 1 minuto com a medicacéo. Os pacientes

foram acompanhados por até 60 dias ap0os o inicio dos tratamentos.
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Figura 3 - Exemplificacdo do tratamento aPDT

) BioTable para tratamento da Protese
Protese Total

17 minutos

Photoditazine® (PDZ)

PDZ 200 mg/mL - 20 min

v

4 minutos

Luz LED para tratamento do Palato

Palato

Inicialmente o Photoditazine® era preparado em gel de natrosol para que atingisse a concentragdo de 200 mg/mL. Posteriormente era aplicado sobre a
prétese total superior e o palato dos pacientes, os quais foram fotossensibilizados por 20 minutos. Decorrido este periodo, a prétese foi submetida ao
tratamento com luz LED por 17 minutos no aparelho Biotable (CEPOF/UFSCAR) enquanto que o palato era irradiado com luz LED (660nm) em um
dispositivo oral por 4 minutos para que ambos atingissem dose de luz de 50 J/cmz2.

Fonte: Elaboracdo propria.
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4.2.1.2 Coleta e armazenamento das amostras

Coletas microbiologicas do palato e da prétese dos pacientes foram realizadas com o
auxilio de swabs (Absorve, Cral, Cotia, Sdo Paulo, Brasil), com movimentos de remogéo das
células microbianas (raspagem) por 60 segundos, nos seguintes periodos: pré-tratamento, pos-
tratamento e nos periodos de acompanhamento (30, 45 e 60 dias ap0s o inicio do tratamento).
Estes swabs foram colocados em tubos falcon contendo 5 mL de solugdo salina estéril. Os
tubos foram entdo vortexados durante 60 segundos para que houvesse o desprendimento das
células. A amostra inicial, armazenada em salina, foi diluida 1:10 (100 pL da amostra em 900
uL de salina) para fazer o plagueamento. A amostra original e diluida 1:10 foram plaqueadas
em duplicata em placas com meio CHROmagar Candida Medium (BD, Difco, New Jersey,
USA). Este meio ¢ um método preliminar utilizado no isolamento de fungos para
diferenciacdo presuntiva de Candida spp. De 3 a 5 coldnias verdes (presuntivamente C.
albicans/C. dubliniensis) que cresceram neste meio foram armazenadas em 300 puL de glicerol
(50%) (Labsynth, Diadema, S&o Paulo, Brasil) e congeladas em freezer -80°C. As amostras
com as coldnias verdes (C. albicans) armazenadas em glicerol foram submetidas a extragédo
de RNA (Figura 4).
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Figura 4 - Exemplificacdo da coleta das amostras

j CHROMagar CHROMagar

300uL glicerol

Estufa a 37° C por 5 C. albicans —
5 ml salina dias
Concentrada e diluida 1:10

Colonias esverdeadas

Coletas do palato e da prétese foram realizadas com o auxilio de swabs. Estes swabs foram colocados em tubos falcon contendo 5 mL de solucdo salina estéril e
homogeneizados por 1 minuto. A amostra concentrada e diluida 1:10 foram plaqueadas em duplicata em placa contendo meio CHROMagar Candida e foram
armazenadas em estufa a 37 °C por 5 dias. De 3 a 5 coldnias verdes (presuntivamente C. albicans) foram armazenadas individualmente em 300 pL de glicerol
(50%) e congeladas em freezer -80°C.

Fonte: Elaboracdo propria.
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4.2.2 Andlise da expressdo génica

4.2.2.1 Extracdo de RNA dos isolados clinicos

Para a extragdo do RNA dos isolados clinicos, os tubos contendo as col6nias citadas

foram descongelados e o protocolo para Extragdo de RNA “fenol — cloroféormio” descrito por

Cury et al.*® foi realizado com algumas modificagoes:

a)

b)

d)

f)

9)

h)

Adicdo de 300 pL de 1x PBS gelado nos microtubos contendo os isolados clinicos e
centrifugacdo dos mesmos a 10,000 xg por 15 minutos a 4°C para que houvesse a
formagéo do pellet e consequente descarte do sobrenadante para remogéo do glicerol;
Lavagem do pellet com 600 pL de 1x PBS gelado;

Este tubo foi novamente lavado com 1 x PBS e centrifugado nas mesmas condicdes para
que fosse realizada a segunda lavagem das células;

750 pL de NAES (833 pL de Acetato de Sddio 3M na concentracdo de 50 mM + 1 mL de
0,5 M EDTA, na concentracdo de 10 mM + 5 mL de Solucdo SDS a 10% na
concentracdo final de 1% + 43,167 ml de agua de grau molecular) foram adicionados a
solucdo e o pellet foi ressuspendido e vortexado por 30 segundos até formar uma
suspensdo homogénea;

Foram adicionados 750 pL de Acido Fenol (5:1, pH 4,5, Ambion) em cada tubo e esta
solucdo foi homogeneizada;

A mistura foi transferida para um tubo de 2 mL contendo 0,8 g de bolinhas de vidro (0,1
mm) e este, depois de misturado, foi colocado no aparelho de ruptura mecénica das
células (BeadBeater) por 1 minuto;

Apds esse processo, as amostras foram colocadas em gelo por 1 minuto;

Observacéo: os passos “f” e “g” foram repetidos mais 4 vezes;

Estes tubos foram centrifugados a 10,000 xg por 5 minutos a 4°C e a parte aquosa da
solucéo (onde se encontra o material genético) foi recuperada 0 maximo possivel para um
novo microtubo, o restante da reacéo (solucéo oleosa correspondente ao fenol e proteinas)
foi descartado;

Em cada amostra foram adicionados mais 750 de fenol &cido. O tubo foi invertido
gentilmente, e estes foram deixados em temperatura ambiente por 1 minuto (para que o
fenol tivesse maior efetividade) e os tubos foram novamente centrifugados a 12,000 rcf

por 5 minutos a 4°C;



)
K)

67

O tratamento com Fenol &cido (passo “i”) foi repetido mais uma vez;

A fase aquosa foi transferida para um novo tubo contendo 750 pL de solugdo 24:1 de
cloroférmio:alcool Isoamilico (CHLO: 48 mL de Cloroférmio + 2 mL de alcool
isoamilico);

Este tubo foi invertido gentilmente e novamente centrifugado a 14.000 xg por 5 minutos a
4°C;

Apbs centrifugacdo a parte aquosa foi novamente removida para um novo tubo e esta ja é
caracterizada como o RNA bruto;

Foram adicionados 60 uL de acetato de sddio 3M, pH 5, homogeinizados com 0 RNA
bruto e posteriormente adicionados 600 pL de isopropanol gelado;

As amostras ficaram incubadas overnight em freezer -80°C;

Decorrido o tempo de incubacéo, o pellet do RNA foi recuperado por centrifugacdo dos
tubos a 12,000 xg por 30 minutos a 4°C;

O pellet foi lavado 3 vezes com 500 pL de Alcool 75%, com centrifugacdes de 5 minutos
nos intervalos das lavagens, e uma lavagem extra com alcool 99% foi realizada no final
para melhor secagem do pellet;

O excesso do alcool foi removido e os pellets foram deixados em temperatura ambiente
sobre lencos de papel para que os pellets secassem;

Cada pellet seco foi entdo ressuspendido em 100 pL de H.O de grau molecular e
deixados em gelo por 1 hora para hidratacdo. A concentracdo do RNA bruto foi

quantificada em nanoespectofotémetro (1,25 pL da amostra).

As amostras de RNA bruto (250 nmg do RNA por slot) foram analizadas via

eletroforese em gel de agarose (2%) para analisar integridade do RNA antes de passar para a
fase de Purificacdo do RNA.

4.2.2.2 Purificagdo do RNA

A purificacdo das amostras de RNA foi realizada ap6s quantificacdo das amostras de

RNA bruto, pois 0 mesmo ainda podia apresentar contaminagcdo com DNA. Para isso,

utilizou-se o kit de purificacdo “Qiagen Rneasy MinFElute Protocol” (Qiagen, Hilden,

Alemanha), segundo metodologia proposta por Cury et al.*®. Este protocolo contém 3 passos

incluindo duas fase de tratamento da amostra com DNase | (um tratamento em coluna e outro

em solucgéo) e a limpeza das amostras de RNA.
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4.2.2.3 Primeira etapa da Purificagédo (tratamento com DNase | em coluna)

Antes de comecar a purificacdo, foi preparado uma solucdo contendol0 pL de B-

mercaptoetanol para cada 1 mL do Buffer RLT (foram preparados inicialmente 50 mL).

Assim iniciou-se o0 protocolo com os seguintes passos:

3)
b)

c)

d)

f)

9)

h)

As amostras foram ajustadas para o volume de 100 pL utilizando &gua de grau molecular;
Adicionou-se aliquotas de 350 pL do Buffer RLT contendo o B-mercaptoethanol e as
amostras foram vortexadas;

Em seguida, foram adicionados 250 pL de alcool 99% e a amostra foi misturada pela
técnica de pipetagem (“up and down”);

700 pL de cada amostra foram colocados em colunas individuais com membranas de
purificacdo do kit RNeasy MinElute instaladas em tubos coletores de 2 ml. Estas foram
centrifugadas a 12.000 xg por 15 segundos e o sobrenadante do tudo coletor foi
descartado;

Algumas amostras tiveram que ter mais de trés col6nias unidas, aumentando
consequentemente o volume da rea¢do. Quando isto ocorreu, os reagentes dos passos “a —
d” foram recalculados ¢ a etapa “d” foi repetida.

Foi preparado um master mix com os componentes: 50 uL de H>O de grau molecular;
175 pL de Buffer RLT contendo B-mercaptoethanol; e 125 pL de &lcool 99% para cada
amostra. Este master mix foi colocado sobre a membrana de purificacdo e esta foi
novamente centrifugada em velocidade maxima por 15 segundos. O volume no tubo
coletor foi descartado;

Posteriormente, foram adicionados 350 pL de Buffer RW1 a coluna e esta foi novamente
centrifugada em méaxima velocidade por 15 segundos. O volume no tubo coletor foi
descartado e um novo tubo coletor foi colocado sob a coluna de purificagéo;

Uma mistura de 60 pL de DNase | solugdo estoque com 70 uL de Buffer RDD foi
colocada sobre a coluna de purificagdo (com a amostra) e esta foi incubada por 15
minutos em temperatura ambiente;

Decorrido este periodo, foram adicionados 500 pL de Buffer RPE sobre a coluna de
purificacdo e as amostras foram centrifugadas por 15 segundos em velocidade méxima. O
volume no tubo coletor foi descartado;

Foram adicionados 500 pL de Alcool 75 % sobre a amostra fixada na membrana da
coluna de purificacdo e esta foi centrifugada por 2 minutos em velocidade maxima para

secar a membrana de purificacéo;



69

J) O volume no tubo coletor foi descartado e a amostra foi novamente centrifugada por 5
minutos em velocidade méxima para que a membrana de purificacdo fosse seca;

k) O tubo coletor foi descartado e a coluna de purificacédo foi transferida para um microtubo
novo;

I) Foram adicionados 20 pL de H2O de grau molecular sobre o centro da coluna de
purificacdo (atentando-se para que a agua recobrisse toda a membrana) e as amostras
foram novamente centrifugadas por 60 segundos em velocidade maxima. O eluente foi
entdo armazenado com o RNA resultando da primeira etapa de purificacao;

m) A quantidade de RNA e a pureza da amostra foram analisadas por nanoespectofotometro
(DO 260 nm e Razéo DO 260/280) utilizando 1,25 uL da amostra. Leitura em duplicata.

O protocolo “Micro kit” é indicado para ser utilizado em amostras nas quais o
rendimento do RNA esteve entre 1 e 45 pg. Nas amostras onde o rendimento foi maior que 45
Mg, utilizou-se o mesmo protocolo com algumas alteragdes (Mini kit). As diferencas entre 0s
protocolos sdo: 1) As colunas de purificagdo da primeira etapa sdo diferentes (RNeasy
MinElute column para Micro kit e RNeasy column para Mini kit); 2) Adicdo de 500 pL de
Buffer RPE ao invés de alcool 75% (item “i”); e 3) No item “I” foram adicionados 30 pL ao

invés de 20 pL utilizado no Micro Kit.

4.2.2.4 Segunda etapa da Purificacdo (Tratamento com DNase | em solugéo)

As amostras no volume de 100 pL foram incubadas com a enzima Turbo DNase
(Ambion) com o equivalente a 2 pL da enzima para cada 10 pg de RNA. A incubagdo foi
realizada em banho seco na temperatura de 37° C por 30 minutos. Apds este tratamento, as
amostras foram imediatamente submetidas a terceira etapa da purificacdo que consiste na

remocao dessa enzima através de colunas do kit de purificagdo RNeasy MinElute clean-up kit

(Qiagen).

4.2.2.5 Terceira etapa da Purificacao

a) A cada amostra, adicionou-se aliquotas de 350 pL do Buffer RLT contendo o p-
mercaptoethanol e as amostras foram vortexadas;
b) Em seguida, foram adicionados 250 pL de alcool 99% e a amostra foi misturada pela

técnica de pipetagem (“up and down”);
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f)

9)

h)

)
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700 pL da amostra foram colocados nas membranas de purificacdo do kit RNeasy
MinElute instaladas em tubos coletores de 2 mL. Estas foram centrifugadas em
velocidade maxima por 15 segundos e o volume no tudo coletor foi descartado;

Foram adicionados 500 pL de Buffer RPE sobre a coluna de purificacdo e as amostras
foram centrifugadas por 15 segundos em velocidade méxima. O volume no tubo coletor
foi descartado;

Foram adicionados 500 uL de etanol 75% sobre a amostra fixada na membrana da coluna
de purificacédo e esta foi centrifugada por 2 minutos em velocidade maxima para secar a
membrana de purificacéo;

O volume no tubo coletor foi descartado e a amostra foi novamente centrifugada por 5
minutos em velocidade méxima para que a membrana de purificacdo fosse seca;

O tubo coletor foi descartado e a coluna de purificacdo foi transferiada para um
microtubo novo;

Foram adicionados 20 pL de H.O de grau molecular sobre o centro da coluna de
purificacdo (atentando-se para que a agua recobrisse toda a membrana) e as amostras
foram novamente centrifugadas por 60 segundos em velocidade maxima. O eluente foi
entdo armazenado com 0 RNA puro;

A quantidade de RNA e a pureza da amostra foram analisadas por nanoespectofotdmetro
(DO 260 nm e Razéo DO 260/280) utilizando 1,25 pL da amostra. Leitura em duplicata.
As amostras foram submetidas a técnica de eletroforese em gel de agarose (2%) para
analisar integridade e auséncia de DNA. Foi utilizado 0,250 pg do total do RNA para
cada canaleta.

4.2.2.6 Sintese do cDNA

A sintese do cDNA (DNA complementar obtido a partir de uma aliquota de mRNA),

foi realizada através do kit Bio-Rad iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad Laboratories, Alfred

Nobel Drive, Hercules, CA, USA). Em um tubo estéril, os seguintes componentes foram

misturados para que a reacdo final ficasse com 20 pL:

1 ug de RNA
5 X iScript Rxn mix -4 pL

Reverse Transcriptase - 1 uL

Agua de grau molecular — o volume dependeu do volume do RNA
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Os volumes dos reagentes do Master Mix foram adequados para a realiza¢cdo do cDNA
em duplicata (+RT, cDNA | e cDNA I1). Um controle negativo (-RT) também foi realizado
onde ao invés do volume da enzima Transcriptase Reversa, foi colocado a mesma quantidade
em volume de agua de grau molecular. Se a amostra estivesse contaminada com DNA,
apareceria amplificacdo de produto de PCR no controle negativo. O ciclo para conversdo do
RNA em cDNA foi realizado usando a Bio-Rad PCR Machine (CFX96) nas seguintes
condicdes:

- 5mina25°C;

- 30 minutos a 42°C;

- 5 minutos a 85°C;

- oo hold a 4°C.

4.2.2.7 Expresséo génica via gPCR

Apbs a sintese do cDNA, realizou-se qPCR para quantificacdo da expressdo génica
(sem diluicdo das amostras de cDNA). Para o gPCR, utilizou-se as curvas padrao
confeccionadas com os produtos de PCR de cada gene nas diferentes diluicbes. Cada placa
continha a curva de concentracdo do gene especifico em duplicata e as amostras dos pacientes
dos dois grupos também em duplicata. Foi realizada uma placa para o cDNA | e uma para o
cDNA 1.

Os reagentes utilizados para uma reacdo de 25 pL de gPCR foram: SYBR Green
(12,5 pL); primer (volume foi dependente da concentracdo Otima de cada um) e H2O
(dependente do volume do primer para que atingisse o volume de 25 pL).

Foram aliquotados 61,25 pL desse master mix em tubinhos contendo 1,25 pL do
template [cDNA I, 1l ou H20 (NTC - controle negativo)] e esta solucdo foi distribuida em

duplicata na placa para gPCR. O ciclo térmico da maquina de gPCR foi:
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Ciclo 1: 95°C por 10 minutos (ciclo de desnaturagéo inicial);

94°C por 15 segundos (desnaturacao),

Ciclo 2: 55°C por 30 segundos (temperatura de anelamento
dependente de cada primer);
60°C por 15 segundos (ciclo de polimerizacéo);

Repetir o “Ciclo 2” por 39 vezes

Melt Curve: 55°C por 5 segundos
95°C

O resultado foi analisado no programa Bio-Rad CFX Manager™ Software (Bio-Rad
Laboratories, Alfred Nobel Drive, Hercules, CA, USA).

4.3 Andlise Estatistica

Os dados obtidos a partir do RT-gPCR para os genes objetivos do estudo foram
tratados estatisticamente para avaliar a expressdo génica longitudinal entre as coletas dos
pacientes (nos diferentes tempos) e entre os diferentes grupos (aPDT e NIS). Para isso,
utilizou-se o software SPSS Statistics (IBM, USA). Os dados foram submetidos a Analise de
Variancia de Medidas Repetidas Mista, seguido de pos-teste de Bonferroni para comparagédo
entre grupos (o = 0,05) (Apéndice A). Os pressupostos avaliados foram: normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk; homogeneidade de variancias pelo teste de Levene; e esfericidade

através do teste de Mauchly.
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5 RESULTADO

5.1 Estudo 1: Analise e padronizacdo de primers para utilizacdo na técnica de RT -
gPCR

5.1.1 Anélise in silico — Primers da literatura

Os primers da literatura para os genes ACT1, HWP1, PLB1, LIP3, SAP1, SAP4,
SOD1, SOD5, ALS1, ALS3, CAP1, CAT1 e EFG1 foram submetidos a uma abordagem in
silico passo a passo, como descrito na metodologia. Os resultados dessa anélise estdo

descritos no Quadro 4.
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Gene Primers (F: Forward; R: Reverse) Vantagens Desvantagens Referéncia
= - Homologia com Candida spp (F e R)
ACCACCGGTATTGTTTTGGA | - CG% apropriada para F (45%) e R - Tamanho do produto pequeno (60 pb) Komalapriya
R - (42,9%) - Alta Tm para F e R (63,8°C) ot ] 40
AGCGTAAATTGGAACAACGT | -GC Clampno Fe R (2 kcal/mol) - Hairpin no F (-1,5 kcal/mol) e R (-1,9 kcal/mol) '
G - Self Dimer no F (-7,3 kcal/mol) e R (-3,4 kcal/mol)

F- - Tamanho do produto apropriado ) Homologl_a':ﬁ? T(?rzglgcizé)s Pp-(FeR)
TGCTGAACGTATGCAAAAGG -(186pb) - Hairpin no F (-2,0 kcal/mol) e R (-1,5 kcal/mol) Alves et al .2
R- - CG% apropriada para F e R (45%) | o016 yimer no (-3,5 keal/mol) e R (-1,5 kcal/mol)

TGAACAATGGATGGACCAGA | -GC ClampnoFeR (2 kcal/mol) ! ’
- Cross Dimer (-1,2 kcal/mol)
ACT1 - Estes primers ndo foram encontrados na sequéncia
do gene ACT1 - C. albicans a partir do Candida
Genome Database e PubMed
F: - Homologia com as espécies de Candida (F e R)
TTTCATCTTCTGTATCAGAGG - Homologia com o gene DAD1 .
AACTTATTT - Inadequada porcentagem de GC no F (30%) e R Nalllesoet al.
R: (37,5%)
ATGGGATGAATCATCAAACA - Alta Tm no F (64,9°C) e R (63,3°C)
AGAG - Hairpins no F (-2,5 kcal/mol) e R (-2.2 kcal/mol)
- Self Dimers no F (-2,5 kcal/mol) e R (-3,5 kcal/mol)
- GC Clamp no F e R (3 kcal/mol)
-Cross Dimer (-4,7 kcal / mol)
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- Auséncia de hairpinsno Fe R
= - CG% apropriada para F (40%) e R - Homologia com Candida spp. (Fe R)
GACTAGTGAACCAACAAATA (50%) - Tamanho do produto grande (318 pb) Green et
CCAGA - Baixa porcentagem de homologia - Alta Tm para F (64,7°C) e R (64,1°C) 2133
R- do F e R com os genes da familia - Self Dimer no F (-4,6 kcal/mol) '
CCAGAAGAAACAGCAGGTGA | ALS quando analisados em Clustal - Cross Dimer (-1,5 kcal/mol)
-GC Clamp no F e R (2 kcal/mol)
- Homologia com Candida spp. (Fe R)
= - Tamanho do produto pequeno (72 pb)
ALsy | CAAGTTACCTCATCCTCACCT | - CG% apropriada para F (45,8%) e - Alta Tm para F (66,1°C) e R (65°C)
TCA R (42,3%) - Harpin no F e R (-0,6 kcal/mol) Chen et al. 16
R - -GC Clamp no F e R (1 kcal/mol) - Self Dimer no F e R (-0,6 kcal/mol) '
GATAATAGAACCAGAGCCAT - Cross Dimer (-1,0 kcal/mol)
CGTATG - Alta porcentagem de homologiado Fe R com o
gene ALS3 quando analisado em Clustal
- Homologia com Candida spp. (Fe R)
- Tamanho do produto grande (223 pb)
CCCAACTTG(E;\ATGCTGTTT - CG% apropriada para F e R (45%) - Alta Tm para F (63,2°C) e R (63,4°C) Alves et al 2
R - -GC Clamp no F e R (1 kcal/mol) - Self Dimer no F (-2,7 kcal/mol) e R (-0,2 kcal/mol) '
TTTCAAAGCGTCGTTCACAG - Cross Dimer (-2,6 kcal/mol)
- Alta porcentagem de homologia do F e R com 0s
genes da familia ALS quando analisado em Clustal
- Homologia com Candida spp. (Fe R)
F _ -
CTGCTCAAACAAATCCAAGTG | - CG% apropriada para F (41,7%) e ) Al;amnpha?adﬁ ?égfjllitg)ps ?:;J((egzg?g) °)
TTC R (40%) -
ALS3 - Harpin no F (-2,2 kcal/mol) Chen et al.1®
R- -GC Clamp no F e R (2 kcal/mol) - Self Dimer (-4,5 kcal/mol)
CCATTTCCGTTGTTTCCTTTAG '
TAG - Alta porcentagem de homologia do F e R com o
gene ALS1 gquando analisado em Clustal
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- CG% apropriada para F (55%) e R

- Homologia com Candida spp. (Fe R)
- Tamanho do produto grande (226 pb)

(60%) - Alta Tm para F (66°C) e R (67,9°C) Alves et al 2
CTGGACCACE{A_GGAAACACT _GC Clamp no F (L keal/mol) e R - Hairpin no F (-3,1 kcal/mol) '
GGTGGAGCGGTGACAGTAGT (2 kcal/mol) - Self Dimer (-5,2 kc_al/mol)
- Alta porcentagem de homologia do F e R com 0s
genes da familia ALS quando analisado em Clustal
- Homologia com Candida spp. (Fe R)
AAAA ¢ - Tamanho do produto apropriado -Alta Tm para F (63,6°C) e R (64,6°C)
ACCTG ACAAGAGAAAG P prop - GC% inapropriado para F (30,8%) Komalapriya
GTAAAT (96 pb) - 10
) - Hairpin no F (-2,8 kcal/mol) etal.
R- - CG% apropriada para R (55,6%) .
GGTGGAGCGGTGACAGTAGT - Self Dimer no F (-2,8 kcal/mol) e R (-9,2 kcal/mol)
CAP1 - Cross Dimer (-2,1 kcal/mol)
F- - Tamanho do produto apropriado - Homologia com Candida spp. (* & R)
ACCGTGAACGTAAAGAACG (152 pb) - Alta Tm para F and R (62,2°C)
R - - CGY% apropriada para F (47,4%) e -GC Clamp no F (2 kcal/mol) e R (3 kcal/mol) Dai et al.?°
GCTACCACCAGTATATTTAGC °ap pR s 20/) “#79)€ | self Dimer no F (3,4 kcal/mol) e R (-2,5 kcal/mol)
C 70 - Cross Dimer (-1,3 kcal/mol)
- Homologia com Candida spp. (F e R)
F- . - GC% inapropriado para F (37,5%
TGGTTTTATTCTCCGACAGAG | - CG% apropriado para F (45,5%) propriado para P (37,5%)
- Tamanho do produto pequeno (64 pb) .
G -GC Clamp no F (2 kcal/mol) e R . o Komalapriya
CAT1 - Alta Tm para F (64°C) e R (63,9°C) 0
R- (1 kcal/mol) - etal.
TCT - Self Dimer no F (-1,0 kcal/mol) e R (-0,9 kcal/mol)
- Cross Dimer (-4,1 kcal/mol)
. - Homologia com Candida spp. (F e R)
F- Tamanho dz)lg;odg;o apropriado - Alta Tm para F (67,6°C) e R (64,1°C)
CATCACAACCAGGTTCTACAA . P - Harpin no F (-2,7 kcal/mol) e R (-0,1 kcal/mol) Hnisz et
EFG1 CCAAT - CG% apropriada para F (42,3%) e -GC Clamp no R (3 keal/mol) a3
R- R (52,4%) P '

CTACTATTAGCAGCACCACCC

-GC Clamp no F (2 kcal/mol)

- Self Dimer no F (-2,7 kcal/mol) e R (-0,1 kcal/mol)
- Cross Dimer (-1,5 kcal/mol)
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- Homologia com Candida spp. (Fe R)

F- - Tamanho do produto apropriado - Alta Tm para F (65,9°C) e R (66,1°C)
GAAACCTCACCAATTGCTCCA (92 pb) - Hairpin no R (-0,1 kcal/mol) Hnisz et
F?_ - CG% apropriada para F e R (50%) | - Self Dimer no F (-4,6 kcal/mol) e R (-1,7 kcal/mol) 2:53258
GTAGAGACGACAGCACTAGA -GC Clamp no F e R (2 kcal/mol) - Cross Dimer (-3,3 !<caI/moI)
TTCC - Alta porcentagem de homologia com o gene HWP2
guando analisado em Clustal
- Estes primers ndo foram encontrados na sequéncia
do gene HWP1 — C. albicans a partir do Candida
E. Genome Database e PubMed
HWPL | GACCGTCTACCTGTGGGACAG - Homologia com a§ species de Candida. (F e R) -
T - Homologia com o gene DAD1 Nailis et al.
R- - Inadequada porcentagem de GC% no F (35,7%) e R 60
GCTCAACTTATTGCTATCGCT (59,15%) .
TATTACA . —_Alta Tmno F (69,6°C) e R (65,9°C)
- Hairpins no F (-2,6 kcal/mol) e R (-0,7 kcal/mol)
- Self Dimers no F (-2,6 kcal/mol) e R (-0,7 kcal/mol)
-Cross Dimer (-1,0 kcal / mol)
- - CGY% apropriada para F (55%) e R - ?omologla com Candida spp. (F eR)
TCTACTGCTCCAGCCACTGA (45%) - Tamanho do produto grande (248 pb)
- Alta Tm para F (66,8°C) eR (62,7°C) Alves et al .2
R “GCClampnoF (Lkealfmol) eR | oy i no (-1,8 keal/mol) e R (-2,5 kcal/mol)
CCAGCAGGAATTGTTTCCAT (2 keal/mol) = :
- Cross Dimer (-4,8 kcal/mol)
- Homologia com Candida spp. (Fe R)
F- - CG% apropriada para F (45,5%) e - Tamanho do produto pequeno (68 pb)
TCTCACCGAGATTGTTGTTGG R (45%) - Alta Tm para F (65,8°C) e R (63,6°C) Nailis et
LIP3 R”A -GC Clamp no F e R (2 kcal/mol) - Hairpin no F (-2,3 kcal/mol) e R (-0,8 kcal/mol) al.®
GTTGGCCATCAAATCTTGCA - Self Dimer no F (-2,3 kcal/mol) e R (-0,8 kcal/mol)

- Cross Dimer (-2,9 kcal/mol)
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- 0, i 0,
F- CG% apropr;eazigzrgj;a F(435%)e - Homologia com Candida spp. (F e R)
CCTATTGCCARACAAGEATTC | ¢ clampno F (10kcaI/moI) eR - AltaTm para F (65°C) e R (69,5°C) Naglik et
TC P - Hairpin no F (-2,2 kcal/mol) e R (-1,8 kcal/mol) g
R- (2 keal/mol) - Self Dimer no F (-2,2 kcal/mol) e R (-3,1 kcal/mol) al?
CCAAGCTACTGATTTCACCTG - Tamanho do produto adequado i '
cTCC - Cross Dimer (-3,3 kcal/mol)
(163 pb)
- Homologia com Candida spp. (Fe R)
- Tamanho do produto pequeno (60 pb)
F- - CG% apropriada para F (50%) e - Alta Tm para F (64,5°C) e R (67,1°C)
GGTGGAGAAEATGGCCAAAA R (43,5%) - Hairpin no F (-1,5 kcal/mol) e R (-2,0 kcal/mol) Nailis et
- _ _ i _ _ 60
AGCACTTACGTTACGATGCAA GC Clamp no F (1 kcal/mol) e R Self Dimer no F ( 7i3 kcal/mol) e R (-3,5 kcal/mol) al.
CA (2 kcal/mol) - Cross Dimer (-1,3 kcal/mol)
PLB1 - Alta porcentagem de homologia com 0s genes da
familia PLB quando analisado em Clustal
- Homologia com Candida spp. (Fe R)
-Tamanho do produto grande (213 pb)
F- - Alta Tm para F (68,2°C) e R (68,8°C)
GCTCTTTTCAACGAAGCGGTG | _ cgop apropriada para F (50%) e R - Hairpin no F (-1,8 kcal/mol) Alves et al 2
RT ] (54,5%) - GC Clamp on R (3 keal/mol) '
GCCATCTTCTCCACCGTCAAC - GC Clamp no F (1 kcal/mol) - Self Dime_r no F (-1,8 kcal/mol)
T - Cross Dimer (-5,6 kcal/mol)
- Alta porcentagem de homologia com os genes da
familia PLB quando analisado em Clustal
- Tamanho d?lgrlodg;o apropriado - Homologia com Candida spp. (Fe R)
F- . P . - CG% inapropriada para F (27,6%) e R
TCAATCAATTTACTCTTCCATT | - Baixa porcentagem de homologia (36,79%)
AP ' Naglik
SAP1 TCTAACA com os genes SAPs quando - Alta Tm para F (63,7°C) e R (67,6°C) aglik et
R- analisados em Clustal - Hairpin no R (-3,6 kcal/mol) al.
CCAGTAGCATTAACAGGAGTT -GC C|amp noF (]_ kca|/m0|) eR . P !
TTAATGACA (2 keal/mol) - Self Dimer no F (-1,1 kcal/mol) e R (-3,6 kcal/mol)
- Cross Dimer (-2,5 kcal/mol)
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- Homologia com Candida spp. (Fe R)
-Tamanho do produto grande (238 pb)

F- - CG% apropri raF (50%) e R
CAATGCTGCCACTGGACAAAT cetoeprop (22?552)61 (coye - Alta Tm para F (66,8°C) e R (65,7°C) 2

C -GC Clamp no F (1 keal/mol) e R - Hairpin no R (-0,7 kcal/mol) Alves et al.

R- (1 keal/mol) - Self Dimer no F (-1,5 kcal/mol) e R (-3,1 kcal/mol)
CAATTCAGCTTGGAAGGCATC - Cross Dimer (-3,9 kcal/mol)

A - Alta porcentagem de homologia com 00s genes da

familia SAP quando analisado em Clustal

F -

AACCAATAGTGATGTCAGCA - Homologia com Candida spp.
GCAT - Estes primers ndo foram encontrados nas sequéncias Nailis et

R de SAP1 para C. albicans nas sequéncias do Candida al s

ACAAGCCCTCCCAGTTACTTT Genome Database e PubMed
AAA
- Homologia com Candida spp. (Fe R)
- CG% inapropriado para F (28,6%)

F_ - Alta Tm para F (63,6°C) e R (68,2°C)

TTATTTTTAGATATTGAGCCC | - Tamanho do produto apropriado - Hairpin no F (-0,2 kcal/mol) e R (-0,7 kcal/mol)
ACAGAAA (171 pb) -GC Clamp no R (3 kcal/mol) Naglik et
SAP4 R- - GC% apropriada para R (42,3%) | - Self Dimer no F (-0,6 kcal/mol) e R (-1,0 kcal/mol) al.»®

GCCAGTGT%\%%:‘FATAACGCT -GC Clamp no F (1 kcal/mol) - Cross Dimer (-2,5 kcal/mol)

- Alta porcentagem de homologia com todos os genes
da familia SAP, principalmente SAP6 quando
analisados em Clustal.
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F—
GTCAATGTCAACGCTGGTGTC
C
R-—
ATTCCGAAGCAGGAACGGAA
AT

- Appropriate CG% for F (54,5%)
and R (45,5%)
-GC Clamp no F (2 kcal/mol) e R
(2 kcal/mol)

- Homologia com Candida spp., SAP4 e SAP6 (Fe R)
- Tamanho do produto grande (211 pb)
- Alta Tm para F (68,3°C) e R (66,8°C)
- Hairpin no R (-4,9 kcal/mol)
- Self Dimer no R (-4,9 kcal/mol)
- Cross Dimer (-1,8 kcal/mol)
- Alta porcentagem de homologia com todos os genes
da familia SAP, principalmente SAP4 e SAP6 quando
analisados em Clustal.

Alves et al .2

F—
AAACGGCATTTGAATCTGGAA
R-
CAAAAACTTAGCGTTATTGTT
GACACT

- Estes primers ndo foram encontrados na sequéncia
do gene SAP4 — C. albicans a partir do Candida
Genome Database e PubMed
- Homologia com as espécies de Candida (F e R)

- Inadequada porcentagem de GC% no F (38,1%) e R
(33,3%)

- Alta Tmno F (63°C) e R (65,2°C)

- Hairpins no F (-0,2kcal/mol) e R (-0,7 kcal/mol)

- Self Dimers no F (-0,2 kcal/mol) e R (-1,0 kcal/mol)
-Cross Dimer (-3,1 kcal / mol)

Nailis et
al .%o

SOD1

F-
TCCAGAAGATGATGAAAGAC
ATG
R—
GTCTAGCACCAGCATGACCAG

- GC% apropriada para F (39,1%) e
R (57,1%)
-GC Clamp no F e R (1 kcal/mol)

- Homologia com Candida spp. (F and R)
- Tamanho do produto grande (212 pb)
- Alta Tm para F (62,4°C) e R (67°C)
- Hairpin no F (-0,6 kcal/mol) e R (-1,2 kcal/mol)
- Self Dimer no F e R (-2,3 kcal/mol)
- Cross Dimer (-2,5 kcal/mol)

- Alta porcentagem de homologia com os genes da
familia SOD, principalmente o0 SOD6 quando
analisado em Clustal
- Usado para Northern Blot

Martchenko
et al.*6




Quadro 4 - Resultado da pesquisa in silico dos primers publicados na literatura (concluséo)

- Homologia com Candida spp. (Fe R)
- Tamanho do produto grande (396 pb)

E- - CG% apropriado para F (40%) e - Alta Tm para R (67,7°C)
TTGAACAAGAATCCGAATCC R (52,4%) - GC Clamp no R (3 kcal/mol)

R - - Auséncia de Hairpins - Self Dimer no F (-0,7 kcal/mol) Zhu et al
AGCCAATGACACCACAAGCA - Tm apropriada para F (59,9°C) - Cross Dimer (-0,7 kcal/mol)

G - GC Clamp no F (2 kcal/mol) - Alta porcentagem de homologia com os genes da

familia SOD, principalmente 0 SOD6 quando
analisado em Clustal

F- - Estes primers ndo foram encontrados nas sequéncias
SODS GGAGCAGTA(;AAGCCATACT de SODS para C. albicans das bases de dados da Martchenko
R - Candida Genome Database e PubMed etal.%
ATGGGCGAGTCCTACAAAACT - Usado para Northern Blot

Fonte: Elaboragdo propria
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Apos todas as analises, os primers para os genes ACT1 (Alves et al.?), SAP1 (Naglik
et al.>®), HWP1 (Alves et al.?) e SOD1 (Zhu et al.2®) com as caracteristicas mais proximas das
ideais foram selecionados para a realizacdo do teste in vitro. Os primers para os genes ACT1,
HWP1, PLB1, LIP3, SAP1 e SAP4 descritos por Nailis et al.®°, também foram selecionados
para testes in vitro.

Embora os primers da literatura para os genes ACT1, HWP1, LIP3 e PLB1 tenham
sido escolhidos para analise in vitro, estes também tiveram primers delineados com o intuito
de procurar caracteristicas ainda melhores para os mesmos e verificar na analise in vitro qual
demonstrava melhor especificidade.

Para os genes ALS1, ALS3, CAP1, CAT1, EFG]1, LIP3, PLB1, SAP4 e SOD5 nédo
foram encontrados primers na literatura com boas caracteristicas para estudos em amostras
clinicas. Portanto, primers para esses genes foram desenhados através do programa Beacon
Designer™, o qual desenha o primer especificamente para o fluor6foro SYBR Green® (Life
Technologies, CA, USA) garantindo sequéncias especificas. O programa é muito indicado por
sua eficiéncia uma vez que analisa automaticamente homologias transversais através da
interpretacdo de resultados de pesquisa BLAST, assegurando alto rendimento e evitando
estruturas secundarias. Mesmo diante das caracteristicas que o programa oferece, os primers
desenhados pelo Beacon Designer™ também foram analisados nas ferramentas BLAST,
Clustal e Mfold, para garantir sua especificidade.

5.1.2 Andlise in silico - Primers delineados

Apesar do primer desenhado para o gene ACT1 apresentar uma pequena estrutura
secundaria no Forward, através da ferramenta Mfold, e mostrar homologia com outras
espécies de Candida diante da ferramenta Blast, este primer também foi o escolhido para teste
para este gene. Apresentou temperatura de anelamento adequada (F: 55,6°C e R: 55,5°C),
adequada porcentagem de GC% (F: 38,9% e R: 35%), tamanho do produto adequado (167
pares de base) e primers com quantidade adequada de pares de base (F: 18 pb e R: 20 pb).

O primer desenhado para o gene ALS1 foi o de escolha pois apresentou boas
caracteristicas na andlise in silico. Este primer ndo mostrou hairpins através da anélise via
Mfold, apresentou apropriado tamanho de produto de PCR (117 bp), apropriado tamanho do
primer (F e R: 18bp), apropriada porcentagem de CG% para F (38,9%) e R (44,4%),

apropriada Tm para F (55,9°C) e R (56°C). No entanto, este primer também apresentou
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homologia com outras espécies de Candida atraves da anélise via Blast. O teste in vitro foi
entdo indicado para checar especificidade.

O par de primers desenhados para o gene CAP1 mostrou homologia com outras
espécies de Candida atraves da andlise via Blast, porém foi escolhido por apresentar outras
boas caracteristicas in silico: ndo apresentou hairpin atraves da ferramenta Mfold; mostrou
tamanho do produto apropriado (87 bp); tamanho dos primers adequados (F: 19 bp e R: 18
bp); porcentagem de GC% apropriada para F (31,6%) e R (38,9%); e Tm apropriada para F
(55°C) e R (55,2°C).

Os primers de escolha para o gene CAT1 foram os desenhados, pois, mesmo
apresentando alta homologia in silico com outras espécies de Candida, ndo apresentaram
hairpins sobre os primers (F e R), e, através da ferramenta Mfold, apresentou comprimento
adequado do produto (117 bp), comprimento adequado dos F: 18 e R: 19 bp, porcentagem de
GC adequada tanto para F% (38,9%) quanto para R (31,6%), e Tm apropriada para F (55,1°C)
e R (55,1°C).

Para o gene EFG1, os primers escolhidos para andlise in vitro também foram os
desenhados. Estes, embora exibindo homologia com espécies de Candida, apresentaram boas
caracteristicas in silico, como: ndo ha hairpin expressivo através da andlise via Mfold,;
mostrou comprimento adequado do produto (89 pb); comprimento dos primers apropriados (F
e R: 18 bp); porcentagem de GC apropriada para F e R (38,9%); e Tm apropriada para F
(56,5°C) e R (56,2°C).

Para o gene HWP1, além do primer descrito por Alves et al.?, o par de primers
delineado também foi escolhido para teste in vitro. Estes apresentaram boas caracteristicas
perante a andlise pelo programa Beacon Designer, entre elas: comprimento adequado do
produto (114 pb); comprimento dos primers adequado (F e R: 18 pb); e Tm adequada para F
(56,8°C) e R (57°C). Embora as caracteristicas tenham sido positivas, foi detectado um
hairpin através da ferramenta Mfold. Diante desta caracteristica, ambos os primers foram os
escolhidos para analisar sua eficiéncia no teste in vitro.

Os primers desenhados para o gene LIP3 apresentaram homologia com espécies de
Candida (Blast), mas foi o de escolha, pois exibiu: auséncia de hairpin via Mfold anélise;
comprimento do produto apropriado (136 pb); comprimento dos primers adequados (F e R:
19 pb); GC% apropriada para F (31,6%) e R (36,8%); Tm apropriada para F (54,9°C) e R

(55°C) com auséncia de hairpin ou dimeros.
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Para 0 gene PLB1, também foram desenhados primers para teste in vitro. Mesmo
apresentando homologia com outras espécies de Candida na anélise in silico, estes primers
ndo apresentaram hairpins no F e R através da analise via Mfold, apresentaram tamanho do
produto adequado (124 pb), quantidade apropriada de pares de base nos primers (F: 18 e R:
20 pb), porcentagem de GC% adequada para F (38,9%) e R (35%), e Tm para F (55,1°C) and
R (55,4°C) proximas as ideais.

Com base nos resultados da anélise in silico dos primers delineados e da literatura, 0s
genes ALS3, SAP4 e SOD5 foram excluidos da analise in vitro, uma vez que ndo foram
encontrados primers com boas caracteristicas para proporcionar resultados fidedignos a
expressdo génica. Apos todas as analises in silico, dez primers da literatura e oito primers
desenhados foram selecionados para a realizacdo do teste in vitro para a analise da

especificidade e posterior padronizacdo. Os primers selecionados estdo descritos na Tabela 1.



Tabela 1 - Genes escolhidos para realizacdo do teste in vitro
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Gene Primers Tm  CG  Tamanho Referéncia
(°C) (%) produto
F- TTTCATCTTCTGTATCAGAGGAACTTATTT 669 417  ~  Nailiset
R - ATGGGATGAATCATCAAACAAGAG 663 41,7 al.®
acri F-TGCTGAACGTATGCAAAAGG 633 45 . Aleset
R - TGAACAATGGATGGACCAGA 629 45 al 2
F - ATTCGGTGAGTAATCCTA 556 389
R - GTATAGTCCAGATAACAACA 555 35
ALsy F-CATCATTGACTCAGTTGT 559 389
R - CAGTGGAAGTAGATTGTG 56 444
F - AGTCAATTCAATGTTCAAG 55 31,6
APl R AATGGTAATGTCCTCAAG 552 389 O (Eézzsztn“do
F - GACTGCTTACATTCAAAC 551 38,9 !
CAT1 117 Designer)
R - AACTTACCAAATCTTCTCA 551 31,6
crqy F-ACGAGTAACAACTACCAT 565 389
R - TATCTGCTCTTCTGACAA 562 38,9
F - CTCCAAAATCATCAGCTC 568 444
R - CACTAGCCAAAACAGAAG 57 444
wpy - TCTACTGCTCCAGCCACTGA 668 5 . Abeset
R - CCAGCAGGAATTGTTTCCAT 627 45 al 2
F - GACCGTCTACCTGTGGGACAGT 696 59
R - GCTCAACTTATTGCTATCGCTTATTACA 659 357 Nailis et
F - TCTCACCGAGATTGTTGTTGGA 658 455 al.®
R - GTTGGCCATCAAATCTTGCA 636 45 O
LS AGAGAATGTATGAAGTTGT 549 31,6
136 Este estudo
R - CCCTGTTCAAAGTATCTAT 55 36,8 (Benson
F - GGCATTGAACATCCTATA 55 389 124 Lo
PLBI  R-GGTAACTTAATAGTCTTCCA 554 35
F - GGTGGAGAAGATGGCCAAAA 645 50
R - AGCACTTACGTTACGATGCAACA 671 435 Nailis et
F - AACCAATAGTGATGTCAGCAGCAT 669 417 - al®
R - ACAAGCCCTCCCAGTTACTTTAAA 663 41,7
SAP1  F-TCAATCAATTTACTCTTCCATTTCTAACA 637 27.6 Naglik e
R- 676 367 o1 g
CCAGTAGCATTAACAGGAGTTTTAATGACA
F - AAACGGCATTTGAATCTGGAA 63 381 n
SAP4 b CAAAAACTTAGCGTTATTGTTGACACT 652 333 D Nailisetal™
F - TTGAACAAGAATCCGAATCC 509 40
soD1 396 Zhuetal®
R - AGCCAATGACACCACAAGCAG 677 524

Temperatura de anelamento (Tm), (Porcentagem dos pares de base C e G) CG % e Tamanho do
produto detalhados. ND: N&o disponivel.
Fonte: Elaboracao propria
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5.1.3 Justificativa para a escolha dos primers

Os primers descritos na Tabela 1 foram escolhidos de acordo com caracteristicas
particulares. Os primers descritos por Nailis et al.%° foram escolhidos para teste in vitro, pois
inicialmente eram os eleitos para a execucdo da metodologia.

Embora o par de primers para o gene ACT1, descrito por Alves et al.?, tenha
apresentado estruturas secundarias e alta temperatura de anelamento, este foi escolhido para
teste in vitro, pois ndo demonstrou presenca de hairpins nos primers (tanto no Forward
quanto no Reverse) através da ferramenta Mfold, mostrou tamanho do produto apropriado
(186 bp), apropriado tamanho do primer (F e R: 20 bp) e apropriada porcentagem de CG%
para o F e 0 R (45%). Nenhum primer desenhado apresentou melhores caracteristicas quando
comparados ao descrito por Alves et al..

O primer desenhado para o gene ALS1 foi o de escolha pois apresentou boas
caracteristicas na analise in silico. Este primer ndo mostrou hairpins através da analise via
Mfold, apresentou apropriado tamanho de produto (117 bp), apropriado tamanho do primer (F
e R: 18 bp), apropriada porcentagem de CG% para F (38,9%) e R (44,4%), apropriada Tm
para F (55,9°C) e R (56°C). No entanto, este primer também apresentou homologia com
outras espécies de Candida através da analise via Blast. O teste in vitro foi entdo indicado
para checar especificidade.

O par de primers desenhados para o gene CAP1 mostrou homologia com outras
espécies de Candida através da andlise via Blast, porém foi escolhido por apresentar outras
boas caracteristicas in silico: Nao apresentou hairpins através da ferramenta Mfold; mostrou
tamanho do produto apropriado (87 pb); tamanho dos primers adequados (F: 19 bp e R: 18
bp); porcentagem de GC% apropriada para F (31,6%) e R (38,9%); e Tm apropriada para F
(55°C) e R (55,2°C).

Os primers para o gene CAT1 de escolha foram os desenhados, pois, apesar deles
apresentarem homologia com outras espécies de Candida, ndo mostraram hairpins sobre os
primers (F e R), através da ferramenta Mfold, apresentaram comprimento adequado do
produto (117 bp), comprimento adequado das sequéncias F: 18 e R: 19 bp, porcentagem de
GC adequada tanto para F (38,9%) quanto para R (31,6%), e Tm apropriada para F (55,1°C) e
R (55,1°C).

Para o gene EFG1, os primers escolhidos para andlise in vitro também foram os

desenhados. Estes, embora apresentassem homologia com espécies de Candida, apresentaram
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boas caracteristicas in silico, como: N&o h& hairpins significativo através da andlise via
Mfold; mostraram comprimento adequado do produto (89 pb); comprimento dos primers
apropriados (F e R: 18 pb); porcentagem de GC apropriada para F e R (38,9%); e Tm
apropriada para F (56,5°C) e R (56,2°C).

Para o teste in vitro dos primers para o gene HWP1, dois pares foram escolhidos. O
primeiro descrito por Alves et al.?, e 0 segundo, um par de primers desenhados. Ambos foram
escolhidos, pois nenhum mostrou caracteristicas in silico mais apropriadas. O primeiro
apresentou inadequado tamanho do produto (248 pb), alta Tm para F (66,8°C) e R (62,7°C),
no entanto, ndo apresentou hairpins nos primers (F e R) pelo programa Mfold, apresentou
comprimento adequado tanto do F quanto do R (20 pb), e porcentagem de GC adequada para
F (55%) e R (45%). O segundo, por sua vez, apresentou boas caracteristicas perante a analise
pelo programa Beacon Designer: comprimento adequado do produto (114 pb), comprimento
dos primers adequado (F e R: 18 pb), Tm adequada para F (56,8°C) e R (57°C), no entanto,
ha um hairpin analisado através da ferramenta Mfold.

Os primers desenhados para o gene LIP3 mostraram homologia com espécies de
Candida (Blast), mas foi o de escolha pois apresentou: auséncia de hairpins via analise com
Mfold; comprimento do produto apropriado (136 pb); comprimento dos primers adequados (F
e R: 19 pb); GC% apropriada para F (31,6%) e R (36,8%); Tm apropriada para F (54,9°C) e R
(55°C) com auséncia de hairpin ou dimeros.

Para o gene PLB1, também foram desenhados primers para teste in vitro. Mesmo
apresentando homologia com outras espécies de Candida na analise in silico, estes primers
ndo apresentaram hairpins no F e R, através da anélise via Mfold, apresentaram tamanho do
produto adequado (124 bp), quantidade apropriada de pares de base nos primers (F: 18 e R:
20 bp), porcentagem de GC% adequada para F (38,9%) e R (35%), e Tm para F (55,1°C) and
R (55,4°C) proximas as ideais.

O par de primers para o gene SAP1, descrito por Naglik et al.%°, foi o de escolha para
andlise in vitro, porque nenhum dos desenhados apresentou melhores caracteristicas. Embora
0S primers apresentem temperatura de anelamento muito altas e diferentes entre si (F: 63,7°C
e R: 67,6°C) e muitos pares de base (F: 29 e R: 30 pb), estes primers ndo apresentaram
hairpins, tanto no F quanto no R (Mfold), resultam em comprimento adequado do produto de
PCR (161 pb) e possuem porcentagem de GC 6timas para F e R (45%).

Zhu et al.®, descreveram pares de primers para o gene SOD1. Estes foram os

escolhidos para serem testado in vitro, porque, mesmo que eles tenham temperaturas



88

diferentes entre o Fe o R (F: 59,9 ° C e R: 67,7 ° C) e comprimento de produto grande (396
pb), apresentam tamanho dos primers adequados, sendo o F com 20 pb e 0 R com 21 pb.
Através da analise via Mfold foi possivel detectar que ndo ha presenca de hairpins (no F e R).
Os primers apresentaram boa porcentagem de GC (F: 40% e R: 52,4%), e baixa homologia
com outros genes da mesma familia SODs por anélise no Clustal. Primers desenhados pelo
programa Beacon Designer™ ndo apresentaram melhores caracteristicas.

Em suma, estes primers foram adquiridos (Invitrogen™) e testados in vitro com a
técnica de PCR convencional seguido de eletrofores em gel de agarose a 2%, conforme
metodologia descrita em 4.1.3.3. Neste teste de especificidade, os primers foram testados
contra um painel de DNA gendmico das diferentes espécies de Candida: C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis e C. krusei, e C. dubliniensis. Este teste permitiu identificar o tamanho
do produto amplificado além de possivel deteccdo dos genes nas diferentes espécies de
Candida.

5.1.2 Anédlise in vitro para padronizagdo dos primers desenhados e da literatura

5.1.2.1 Extrac@o de DNA para padronizacdo dos primers da literatura e desenhados

Foi realizada a extracdo do DNA de cepas padrdo das diferentes espécies de Candida,
seguindo a metodologia descrita no item 4.1.2. A extracdo do DNA das cepas foi realizada em
duplicata. ApoOs leitura em espectofotbmetro, as concentracbes de DNA das diferentes
espécies de Candida foram analisadas assim como a razdo 260/280 (Tabela 2).

Todas as duplicatas de nimero 1 foram diluidas em tampdo TE Buffer para se obter a
concentracdo de 200 ng/uL. Apds quantificacdo do DNA, realizou-se o teste de eletroforese
em gel de agarose com um total de 1 pg de DNA em cada canaleta, (conforme a metodologia
descrita em 4.1.2.2.) para cada espécie avaliada para verificar a integridade do DNA das
espécies. O resultado é mostrado na Figura 5. Como pode ser observado, 0 DNA gendmico
das espécies de Candida estavam integros. Estas amostras, portanto, puderam ser utilizadas

como template no teste de especificidade dos primers.



Tabela 2 - Concentragdes das espécies de Candida apos extracdo de DNA

Espécie de Candida MédieET;jgza/sulf)ituras 2@8/22%)0
C. albicans 1 203,97 1,96
C. albicans 2 208,14 1,95

C. dubliniensis 1 440,10 1,96
C. dubliniensis 2 462,72 1,99
C. glabrata 1 1.118,31 2,05
C. glabrata 2 632,70 1,98
C. krusei 1 224,31 1,96

C. krusei 2 144,38 2,23

C. tropicalis 1 201,33 1,99
C. tropicalis 2 154,80 2,23

Fonte: Elaborag&o propria.

Figura 5 - DNA das espécies de Candida visualizados em gel de agarose

CaliaGe e Gk Gt asca ]

Imagem obtida no equipamento BIO RAD Molecular Image Gel Doc™ XR+ com o
softaware Image Lab, apds eletroforese em gel de agarose, mostrando integridade do DNA
de cada espécie avaliada. Cal: DNA gendmico de C. albicans; Cg 1: DNA gendmico de
C. glabrata; Ck 1: DNA genémico de C. tropicalis; Cd 1: DNA gendmico de C.
dubliniensis.

Fonte: Elaboracao propria
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5.1.2.2 Preparo dos primers e estoque.

Diante de todos os resultados anteriormente descritos, primers da literatura para os
genes ACT1, HWP1, PLB1, LIP3, SAP1, SAP4 e SOD1 foram adquiridos e testados in vitro
pela técnica de PCR convencional seguida de eletroforese em gel de agarose segundo a
metodologia deste projeto descrita em 4.1.3.3. Primers desenhados para os genes ACT1,
ALS1, CAP1, CATL1, EFG1, HWP1, LIP3 e PLB1 também foram adquiridos para teste in
vitro. Apds preparo dos primers, a concentracao foi checada em espectofotémetro (Nanodrop)
(dados descritos nas Tabelas 3 - 5).

Foram testados 2 primers da literatura para o gene HWP1, um descrito por Nailis et
al.%% e outro por Alves et al.’. Para o gene SAP1 também foram testados 2 primers, um
descrito por Nailis et al.®® e outro por Naglik et al.®. Para teste do primer ACT1 também

foram selecionados dois: um descrito por Alves et al.?, e outro desenhado por Nailis, et al.®°.

Tabela 3 - Médias das concentracdes dos primers descritos por Nailis et al.®° (2010)

Gene Primer _Média das Primer _Média das
leituras (ng/uL) leituras (ng/uL)
ACT1 Forward 964,50 Reverse 783,38
HWP1 Forward 710,84 Reverse 894,76
LIP3 Forward 711,34 Reverse 641,50
PLB1 Forward 658,70 Reverse 739,06
SAP1 Forward 776,08 Reverse 763,18
SAP4 Forward 681,82 Reverse 869,94

Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela 4 - Médias das concentragdes dos primers da literaura descritos por Alves et al.?
(2014), Naglik et al®® (2003) e Zhu et al®® (2011)

Gene Primer _Média das Primer .Média das
leituras (ng/uL) leituras (ng/uL)
ACT1 Forward 736,175 Reverse 785,875
HWP1 Forward 699,215 Reverse 703,765
SAP1 Forward 928,41 Reverse 1.010,06
SOD1 Forward 691,38 Reverse 739,86

Fonte: Elaboracédo prdpria.



91

Tabela 5 - Médias das concentragdes dos primers delineados

Gene Primer _Média das Primer _Média das
leituras (ng/uL) leituras (ng/uL)

ACT1 Forward 574,735 Reverse 678,855
ALS1 Forward 630, 94 Reverse 663,94
CAP1 Forward 669,28 Reverse 573,615
CAT1 Forward 461,41 Reverse 528,98
EFG1 Forward 422,065 Reverse 373,105
HWP1 Forward 616,88 Reverse 686,24
LIP3 Forward 760,18 Reverse 684,91
PLB1 Forward 649,66 Reverse 674,51

Fonte: Elaboracéo propria.

E importante ressaltar que essas concentracbes estavam de acordo com 0 peso
molecular de cada primer, ndo excedendo 20% em todos eles, exceto para os primers: ACT1
Reverse (Alves et al.?); EFG1 Forward e Reverse delineados; e LIP3 Forward delineado.
Estes primers estavam acima da concentracao esperada. Entdo, os mesmos foram novamente
colocados em banho seco a 65° C por 10 minutos para solubilizacdo dos mesmaos, pois parte
poderia ndo estar totalmente diluida.

Decorrido este periodo, todos tiveram sua concentragdo novamente checada. Apos
esse tempo, todos os primers atingiram a concentracdo ideal (com tolerancia de 20% para
cima ou para baixo), exceto o Reverse do primer EFG1. Este entdo foi calculado e visto que a
concentracéo estoque ndo estava a 100 uM e sim a 69,173 uM. A solucéo estoque de todos 0s
outros primers estava na concentragdo de 100 uM. Assim, para o preparo de solugédo de

trabalho, o volume desse primer foi ajustado para atingir a concentracdo desejada de 10 uM.
5.1.2.3 Especificidade dos primers
Ap0s os primers e 0 DNA gendmico estarem preparados, foi realizada a amplificacéo

do DNA para analisar a especificidade dos primers segundo a metodologia descrita em

4.1.3.3. Os resultados estdo demonstrados nas Figuras 6 e 7.
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Figura 6 - Produtos de PCR dos primers da literatura visualizados em gel de agarose
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Em A e B, pode-se observar falta de especificidade dos primers para os genes ACT1 a, HWP1, LIP3,
PLB1, SAP1 a e SAP4 descritos por Nailis et al.®° (2010) em espécies de Candida. Em C, as imagens
mostram uma falta de especificidade do par de primers para o gene ACT1 b descrito por Alves et al.?
(2014) em espécies de Candida. Em D, observa-se a deteccdo em C. albicans e C. dubliniensis do
primer para 0 gene SOD1 descrito por Zhu et al.® (2011). A baixa intensidade da banda do primer
para 0 gene SOD1 em C. dubliniensis ndo desqualifica a deteccdo do mesmo nesta espécie. Em E, a
imagem mostra a especificidade do par de primers para C. albicans para o gene HWP1 descrito por
Alves et al.? (2014) e para 0 gene SAP1 b descrito por Naglik et al.® (2003) (Ca: Candida albicans,
Cg: Candida glabrata, Ck: Candida krusei, Ct: Candida tropicalis, C. dubliniensis, H.O: agua de
grau molecular). Imagens adquiridas apos eletroforese em gel de agarose por um equipamento Gel
Doc XR + System via Image Lab Software.

Fonte: Elaboracdo propria.
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Conforme ilustrado na Figura 6, os primers para avaliar a expressao dos genes ACTl1a,
HWP1, LIP3, PLB1, SAP1a e SAP4 descritos por Nailis et al.®® (Figura 6A e B) ndo apresentaram
especificidade para C. albicans, apresentando reacdo cruzada entre todas as espécies de
Candida avaliadas; e no controle negativo da reacdo em que o template foi agua de grau
molecular provavelmente ocorreu formagdo de produtos inespecificos. A deteccdo do primer
no controle negativo foi verificada duas vezes e pode ser o resultado das caracteristicas
inadequadas do primer.

Na Figura 6C, o primer ACT1b descrito por Alves et al.? (2014) foi detectado em C.
albicans, C. krusei, C. tropicalis e C. dubliniensis. Na Figura 6E, o primer para o gene SAP1
de Naglik et al.>® (2003), mostrou especificidade para C. albicans assim como o primer para o
gene HWP1 de Alves et al.? (2014). O par de primer para o gene SOD1 de Zhu et al.?® (2011)
mostrou deteccdo em C. dubliniensis e C. albicans (Figura 6D).

Como pode ser observado na Figura 7, os primers para os genes ACT1 e ALS1
(Figura 7A) e HWP1 (Figura 7C), mostraram especificidade para C. albicans, enquanto os
primers para os genes LIP3 e PLB1 (Figura 7D), CAT1 e CAP1 (Figura 7B), e EFG1 (Figura

7C) mostraram bandas de produtos de PCR detectadas na espécie C. dubliniensis.



Figura 7 - Produtos de PCR dos primers delineados visualizados em gel de agarose
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Produtos de PCR visualizados em gel de agarose dos primers desenhados. Em A, a imagem mostra a
especificidade para C. albicans dos primers para os genes ACT1 e ALS1 contra as espécies de
Candida. A imagem B apresenta a deteccdo em C. albicans e C. dubliniensis dos primers para 0s
genes CAP1 e CAT1. Em C, é observada especificidade do par de primer para o gene HWP1 para C.
albicans e a deteccdo em C. albicans e C. dubliniensis para o primer EFG1. Em D, os primers para 0s
genes LIP3 e PLB1 mostraram especificidade para C. albicans e C. dubliniensis. (Ca: Candida
albicans, Cg: Candida glabrata, Ck: Candida krusei, Ct: Candida tropicalis, C. dubliniensis, H,O:
agua de grau molecular). Imagem obtida no equipamento Gel Doc XR+ (Bio-Rad) e editada no

software Image Lab.
Fonte: Elaboracgdo propria.
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5.1.2.4 Determinacéo da Concentracdo Otima de cada primer

Seguindo a metodologia descrita em 4.1.3.4., os primers foram analisados quanto a
sua concentracdo ideal. Considera-se a concetracdo Otima aquela que apresentar menor Cq.
As concentracBes Otimas encontradas para cada primer estdo citadas na Tabela 6. A Figura 8
mostra dois graficos com exemplos da anélise de Cq.

Tabela 6 - Caractristicas dos primers analisados

m Tamanho
Gene Primers C(:igll do [ ]( r?KI/ITa
gPCR produto

F - ATTCGGTGAGTAATCCTA
ACT1 55 167 350
R - GTATAGTCCAGATAACAACA

F - CATCATTGACTCAGTTGT
ALS1 55 117 300
R - CAGTGGAAGTAGATTGTG

F - AGTCAATTCAATGTTCAAG
CAP1 50 87 400
R - AATGGTAATGTCCTCAAG

F - GACTGCTTACATTCAAAC
CAT1 50 117 350
R - AACTTACCAAATCTTCTCA

F - ACGAGTAACAACTACCAT
EFG1 50 89 350
R-TATCTGCTCTTCTGACAA

F - CTCCAAAATCATCAGCTC

HWP1 b 55 114 300
R - CACTAGCCAAAACAGAAG
HWP1 F-TCTACTGCTCCAGCCACTGA
60 248 450
CT R - CCAGCAGGAATTGTTTCCAT
F - AGAGAATGTATGAAGTTGT
LIP3 55 136 300

R - CCCTGTTCAAAGTATCTAT
F - GGCATTGAACATCCTATA

PLB1

R - GGTAACTTAATAGTCTTCCA 55 124 300
F - TCAATCAATTTACTCTTCCATTTCTAACA
SAPL R- 60 161 500

CCAGTAGCATTAACAGGAGTTTTAATGACA

F - TTGAACAAGAATCCGAATCC
SOD1 60 396 400
R - AGCCAATGACACCACAAGCAG

Tm: Temperatura de anelamento. [ ] 6tima: Concentracdo 6tima do primer.
Fonte: Elaboracdo propria.
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Figura 8 - Exemplos de graficos de amplification plot
(A) Amplification
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Estes graficos foram obtidos durante a determinacdo da concentracdo Otima dos primers testados.
Considera-se a concetragdo Otima aquela que apresentar menor Cq (quantification cycle). Em A estd o
grafico obtido para o gene ACT1(desenhado pelo Beacon Designer™), para o qual a concentragdo
6tima é de 350 nM, pois os valores médios de Cq obtidos foram: 19,83 para 200 nM; 19,56 para 250
nM; 19,35 para 300 nM; e 19,15 para 350 nM. Em B esta o grafico obtido para o gene LIP3, que
apresentou concentracdo 6tima de 300 nM, pois os valores médios de Cq obtidos foram 18,86 para 200
nM; 18,24 para 250 nM; 18,15 para 300 nM. Observacgdo: para aqueles primers testados em que 0s
valores de Cq foram proximos nas distintas concentracdes de primer, as concentragdes escolhidas
foram aquelas com o menor valor. Graficos gerados pelo Bio-Rad CFX Manager™ Software.

Fonte: Elaboracgdo propria.

5.1.2.5 Confec¢édo da curva padréo para cada primer

Os produtos de PCR dos primers foram obtidos através da metodologia do PCR

convencional, quantificados e checados quanto a integridade e tamanho com eletroforese em
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gel de agarose. A Figura 9 mostra a integridade dos produtos de PCR dos primers testados

apos a purificacao.

Figura 9 - Produtos de PCR purificados visualizados em gel de agarose a 2%
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Em A estdo os produtos de PCR purificados dos primers para os genes ALS1, HWP1b, LIP3 e
PLB1. Em B estdo os produtos e PCR purificados dos primers para os genes CAP1, CAT1 e
EFGL1. Em C estdo os produtos e PCR purificados dos primers para os genes ACT1 b, HWP1
CT, SAP1 e SOD1. As quantidades de pares de base de cada produto de PCR estdo informadas
abaixo da banda detectada em cada gene (Peso de padrdo molecular de 1kb). Observagdo: o
produto de PCR para o gene SOD1 foi testado e purificado na concentracéo de 400 nM e 200
nM para analisar se em alguma concentragdo nao eram detectadas duas bandas.

Fonte: Elaboracéo propria.

Mesmo com a deteccdo de duas bandas no teste da especificidade do primer SODL1, o
teste para analisar a eficiéncia, via gPCR foi realizado. Neste teste, a Melt Curve foi avaliada
e o primer poderia ser usado mesmo aparecendo as duas bandas no gel de agarose,
considerando que foi observado apenas um pico na Melt Curve simbolizando que ndo haviam
dois genes sendo detectados.

O valor da concentra¢do do produto de PCR foi utilizado para calcular o nimero de
copias do gene utilizando a equacgéo descrita na se¢do 4.1.3.5. A Tabela 7 mostra os valores
das copias dos produtos de PCR.
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Tabela 7 - Nimero de copias de cada produto de PCR, obtidos a partir da equacéo de Yin et al.®®

, . Diluigo para
orodut Média da Tan&anho Coplats_/mdL 2 x 10% copias/mL
roduto  concentragéo 0 (a partir da Copias/pL volume final 50 pL
de PCR (ug/mL) Produto formula
H9 (bp) descrita) Volume Volume
Prod.PCR H.O
ACT1 41,60 167 2,28E+14 2,28E+11 439 yL 45,61 pL
ALS1 11,29 117 8,83E+13 8,83E+10 11,32 yL 38,68 pL
CAP1 11,28 87 1,19E+14 1,19E+11 8,43 uL 41,57 pL
CAT1 23,44 117 1,83E+14 1,83E+11 545 uL 44,55 pL
EFG1 11,37 89 1,17E+14 1,17E+11 8,55 uL 41,45 L
HWP1 b 32,55 114 2,61E+14 2,61E+11 3,83 uL 46,17 L
HWP1 CT 23,32 248 8,61E+13 8,61E+10 11,62 pL 38,38 pL
LIP3 12,88 136 8,67E+13 8,67E+10 11,54 pL 38,46 pL
PLB1 23,82 124 1,76E+14 1,76E+11 569 uL 44,31 pL
SAP1 13,22 161 7,52E+13 7,52E+10 14,45 yL 35,55 pL
SOD1
200uM 58,86 396 1,36E+14 1,36E+11 749 pL 4251 L

Numero de cdpias de cada produto de PCR, obtidos a partir da equacédo de Yin et al.% e volumes de
agua de grau molecular e produto de PCR para diluicdo dos mesmos para se obter a concentracdo de
2x 10% copias/uL para posterior diluigéo seriada.

Fonte: Elaboracdo propria.

Apos a quantidade de copias serem calculadas, os produtos de PCR foram diluidos em
agua de grau molecular para que chegassem a concentragdo de 2 x 10'° copias/pL (volume
final de 50 pL). A partir dessa dilui¢do, foi realizada diluicdo seriada de 10 vezes, a qual
foram misturados 10 pL do produto de PCR + 90 uL de agua de grau molecular até chegar a
concentragdo de 2 x10? copias/uL. Essas diluicdes foram usadas como template nas reagoes
de qPCR para obter a curva de concentracdo de cada gene especifico para analisar a eficiéncia

dos mesmos utilizando a concentragdo determinada como 6tima para cada primer especifico.

5.1.2.6 Reacdo de qPCR para analisar a curva padréao e a eficiéncia de cada primer

A técnica de gPCR foi realizada para analisar a eficiéncia de cada primer através da
andlise de sua curva de concentra¢do. Utilizou-se uma aliquota de 0,5 pL das diluicGes
seriadas de 2 x107 a 2 x102 copias/pL ou de 4gua de grau molecular como template por reagio

em um volume final de 25 pL. Os templates foram amplificados com um volume do primer
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que correspondia a concentragdo 6tima de cada a partir da solucéo trabalho na concentracdo
de 10 mM (forward e reverse), 12,5 pL de 2X SYBR Green Supermix (Bio-Rad), e agua de
grau molecular.

O amplification plot mostra a equidistancia entre os pontos na curva de concentragéo,
sendo a primeira curva de amplificacdo (em duplicata) (detectada préxima ao ciclo 10) a
diluicio do produto de PCR em 2x107 copias/|L; a segunda (em duplicata), detectadas na
metade entre o ciclo 10 e o ciclo 20, a dilui¢io dos produtos de PCR em 2x10° copias/pL; e
assim por diante, até a ultima curva (em duplicata) proxima ao ciclo 30, que corresponde a
diluicdo do produto de PCR em 2x102 copias/pL. Outra forma de analisar a diluigdo € através
do coeficiente R? (dados mostrados abaixo da Standard Curve), que deve sempre estar
préximo de 1,000. O coeficiente E, também situado abaixo da Standard Curve, caracteriza a
eficiéncia do primer testado na reacdo de qPCR. Este valor é adequado quando se encontra
entre 90 a 110%, sendo melhor estar entre 95 e 105%. O melt peak também foi analisado. A
presenca de apenas um pico na reacdo apresenta a nao contaminagdo do material genético,
bem como a ndo formacdo de produtos inespecificos pelo primer, sendo, portanto, a
caracteristica ideal, apresentar apenas um pico expressivo. Todos os primers ficaram
padronizados nessas caracteristicas e apresentarem coeficiente de correlacdo de =1 e
eficiéncia de reacdo de 90-110%, com slope de =-3.3. Exemplos do Amplification plot, Melt
peak e Standard Curve estdo representados nas Figuras 10 e 11.

Com a determinacdo da concentracdo Otima dos primers, a otimizacdo das reacdes de
gPCR e a confeccdo da Curva de Concentracdo, esses primers estdo padronizados e podem ser
utilizados seguramente para avaliar a expressao génica de C. albicans em amostras de

pacientes submetidos a diferentes tratamentos.
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Figura 10 - Exemplo do Amplification plot, Melt peak e
Standard Curve. Em A, exemplo da amplification plot. As linhas
vermelhas mostram 0s pontos da curva de amplificacdo dos
produtos de PCR equidistantes. As linhas amarelas sdo o NTC
(controle), que embora tenha sido detectado, estdo depois do ciclo
30, o que provavelmente ndo interferira na expressdo génica das
amostras. Em B temos o grafico da curva padrdo (standard curve),
onde pode-se encontrar os pontos da diluicdo bem como os valores
da eficiéncia E (deve estar entre 90 e 110%), Coeficiente de
Correlagdo R (devendo estar aproximandamente 1) e Slope (=-3.3).
Em C, observamos o0 melt peak. A presenca de apenas 1 pico mostra
a deteccdo de apenas um gene. Gréficos obtidos para confeccdo da
curva baseada em Produto de PCR do primer para o gene EFGL.
Observa-se que a curva apresenta parametros adequados. Dados
similares foram observados para todos os genes testados. Graficos
obtidos através do programa Bio-Rad CFX Manager™ Sofiware.
Fonte: Elaboracéo propria.
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: : o : detectado. Em B temos o grafico da curva padrédo (standard curve),

3 a0 1. G e he VLU e ‘o onde pode-se encontrar 0s pontos da diluicdo bem como os valores

I : : — : : da eficiéncia E (deve estar entre 90 e 110%), Coeficiente de

S R S P St G Correlago R (devendo estar aproximandamente 1) e Slope (=-3.3).

T : : : DT Em C, observamos o melt peak. A presencga de apenas 1 pico mostra

T S S SR B a deteccdo de apenas um gene. Graficos obtidos para confec¢do da

2 3 4 5 & 7 curva baseada em Produto de PCR do primer para o gene ALS1.

Log Starting Quantity Observa-se que a curva apresenta parametros adequados. Dados

2 inrr;:r similares foram observados para todos os genes testados. Gréficos
7 SVBR  E=97.1% R*2=1,000 Slope=-3,394 y-int=15755 obtidos através do programa Bio-Rad CFX Manager™ Software.

Fonte: Elaboragdo propria.




102

5.2 Estudo 2: Anélise da expressdo génica em isolados clinicos de pacientes submetidos a
aPDT ou NIS

Das coldnias congeladas, 5 pacientes de cada grupo foram submetidos a avaliacdo da
expressdo génica. Estes foram selecionados por conveniéncia. Esse total de pacientes foi
decorrente do crescimento de coldnias de C. albicans em todos os periodos avaliados e da
quantidade e qualidade do material genético (quando submetidos a extracdo de RNA). Seis

pacientes foram excluidos da pesquisa por degradacdo do material genético.

5.2.1 Andlise da expressao génica

5.2.1.1 Extracd@o de RNA — Isolados Clinicos

Os isolados clinicos obtidos a partir das amostras clinicas dos pacientes que foram
submetidos a terapia Nistatina (tratamento B) e aPDT (tratamento A) foram armazenadas
segundo metodologia descrita em 4.2.1. Devido a grande dificuldade em recuperar RNA da
espécie C. albicans, a extracdo de RNA foi realizada em todas as coldnias presuntivas de C.
albicans armazenadas individualmente de cada paciente para posterior andlise e possivel
unido das mesmas, quando o rendimento (quantidade de RNA recuperado) era menor do que o
necessario para realizacdo de gel de agarose e quantificacdo de expressdo génica por gPCR.
Essa etapa foi um passo muito importante, pois foi possivel observar cada coldnia
individualmente. Se alguma colonia estivesse com RNA degradado, esta entdo ndo era unida
com outras do mesmo paciente. Se ndo houvesse degradacéo, era realizada a unido de todas as
colbnias apos a purificacdo para aumentar o rendimento do RNA. Essas amostras ndo foram
divididas em protese (PT) e palato (PA), pois poucos pacientes apresentaram crescimento das
espécies de Candida nas placas CHROMagar quando as amostras eram recuperadas do palato.

Um total de 155 isolados clinicos foi submetido a extragdo do RNA. Dentre eles: 81
col6nias entre trés coletas de 10 pacientes do gupo aPDT; enquanto que 74 coldnias entre trés
coletas de 9 pacientes do grupo NIS. Os pacientes foram excluidos da pesquisa quando: 1)
Apds a extracdo do RNA, o material genético estava degradado em alguma das coletas,
impossibilitando a analise, uma vez que o estudo é longitudinal; 2) Quando houve
crescimento de poucas colénias em CHROMagar, fazendo com que ndo houvesse RNA
suficiente; e/ou 3) Quando ndo houve crescimento de C. albicans em alguma das coletas

estudadas.
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Ao final, as anélises de qPCR foram realizadas em 10 pacientes, sendo 5 de cada
grupo (aPDT e NIS) em 3 diferentes coletas. Os tempos estudados na anélise da expressdo
génica foram: Inicial (1* coleta — pré-tratamento); Final (2% coleta — pds-tratamento) e
Controle posterior de 60 dias apds o inicio dos tratamentos (5 coleta). A coleta de 60 dias foi
a de escolha por possibilitar melhor anélise do comportamento da expressao génica dos genes
de viruléncia em médio prazo.

Seguindo a metodologia proposta, 0 RNA das amostras foi isolado e denominado
como RNA bruto. A quantificacdo de RNA das colnias esta representada nas Tabelas 8 e 9.
Os pacientes que apresentaram RNA degradado ou em pouca quantidade e que foram
excluidos do estudo néo estéo descritos nas tabelas.



Tabela 8 - Dados do rendimento e integridade do RNA bruto apds extracdo das colonias do grupo aPDT
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aPDT
12 Coleta 22 Coleta 52 Coleta
Média . Média . Média .
Amostra Colénias _das Rendimento Intgglr '(;j:de 'das Rendimento Intgglrlcclieade _das Rendimento Int;glr gieade
leituras (1)) agarose* leituras (1)) agarose* leituras (1)) agarose*
(ng/pL) (ng/pL ) (ng/pL )
[ 41,05 1,95 Ok 243,495 11,57 Ok 230,015 10,93 Ok
1 [ 11,705 5,31 Ok 192,33 8,90 Ok 213,16 10,13 Ok
1 101,925 4,84 Ok 351,92 16,28 Ok 149,935 7,12 Ok
\Y; 85,62 4,07 Ok 246,6 11,71 Ok
[ 374,695 17,80 Ok 96,65 4,56 Ok 80,08 3,80 Ok
2 Il 184,705 8,77 Ok 156,285 7,42 Ok 90,88 4,32 Ok
11 47,36 2,25 Ok 179,875 8,54 Ok 91,56 4,38 Ok
[ 117,74 5,45 Ok 487,18 22,53 Ok 169,35 7,83 Ok
3 [ 76,08 3,61 Ok 318,85 15,15 Ok
11 99,55 4,60 Ok
v 121,615 5,81 Ok
I 121,11 5,75 Ok 109,68 5,21 Ok 118,97 5,50 -
Il 10,14 0,48 Ok 81,7 3,88 Ok 166,135 7,89 -
4 I 145,255 6,90 Ok 156,135 7,46 Ok 99,235 4,71 Ok
v 222,91 10,66 Ok 376,37 17,88 Ok
\Y; 59,18 2,81 Ok
VI 245,245 11,65 Ok
I 187,77 8,92 Ok 131,805 6,26 Ok 14,865 0,69 Ok
I 193,42 9,19 Ok 203,495 9,67 Ok 33,395 1,59 Ok
5 I 202,405 9,61 Ok 111,655 5,30 Ok 18,26 0,87 Ok
v 98,01 4,66 Ok
\Y; 95,525 4,54 Ok
VI 298,63 14,27 Ok

(-): Degradacdo do material genético. (Ok): Integridade do material genético. * Imagens dos géis ndo mostradas.

Fonte: Elaboragdo propria.



Tabela 9 - Dados do rendimento e integridade do RNA bruto apds extracdo das colénias do grupo NIS
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NIS
12 Coleta 22 Coleta 52 Coleta
Media . Integridade Media . Integridade Media . Integridade
Amostra Coldnias _das Rendimento gel de _das Rendimento gel de _das Rendimento gel de
leituras (ug) agarose* leituras (1g) agarose* leituras (1g) agarose*
(ng/uL) (ng/pL) (ng/pL)
I 176,45 8,38 Ok 149,555 7,10 Ok 103,29 491 Ok
1 I 89,26 4,24 Ok 159,51 7,57 Ok 100,45 4,77 Ok
Il 197,05 9,36 Ok 215,355 9,96 Ok 89,255 4,24 -
v 126,03 5,99 Ok Ok 362,33 16,76 Ok
I 76,9 3,65 Ok 271,675 12,90 Ok 122,99 5,84 Ok
» I 110,375 5,24 Ok 418,605 19,88 Ok 115,155 5,47 Ok
Il 108,14 5,14 Ok 206,215 9,80 Ok 161,75 7,68 Ok
v 294,84 14,00 Ok
I 159,545 7,58 Ok 184,545 8,77 Ok 118,74 5,64 Ok
3 I 328,885 15,62 Ok 183,075 8,70 Ok 286,59 13,25 Ok
I 252,835 12,01 Ok 108,26 5,14 Ok 197,615 9,39 Ok
I 356,67 16,94 Ok 204,54 9,72 Ok 639,34 30,37 Ok
4 ] 362,47 17,22 Ok 134,41 6,38 Ok
I 442,96 21,04 Ok
I 97,1 4,61 Ok 312,175 14,83 Ok 375,29 17,83 Ok
5 1 214,19 10,17 Ok 155,61 7,39 Ok 301,205 14,31 Ok
Il 126,79 6,02 Ok 308,61 14,66 Ok

(-): Degradacédo do material genético. (OK): Integridade do material genético. * Imagens dos géis ndo mostradas.
Fonte: Elaboracdo propria.
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5.2.1.2 Purificagcdo do RNA

Todas as col6nias (com RNA integro) de cada paciente em cada coleta foram unidas
para que tivesse um maior rendimento do RNA, para assim, perder menos material genético
durante a purificacdo das amostras. As coldnias que apresentavam degradacdo foram
descartadas. A purificacdo foi realizada seguindo a metodologia descrita neste estudo. Para as
amostras 1 aPDT 22 coleta, 2 NIS 22 coleta e 4 NIS 12 coleta, o protocolo de purificacdo foi o

Mini kit. Os resultados estdo descritos nas Tabelas 10 e 11.

Tabela 10 - Dados do rendimento do RNA apos 12 etapa de purificagdo (DNase 1) do grupo aPDT

aPDT
12 Coleta 2% Coleta 52 Coleta
12 etapa purificacao 12 etapa purificacio 12 etapa purificacio
Amostra I\/Ileeic::Jar;I: S Rendimento N::icihargss Rendimento Nllgicihargf 3 Rendimento
o) W9 o) W9 (ng/hL) ()
1 312,13 5,46 678,58 18,66 640,73 11,21
2 738,35 12,92 462,14 8,09 240,64 4,21
3 369,77 6,47 520,87 9,12 411,61 7,20
4 124,39 2,18 335,87 5,88 674,22 11,80
5 491,74 8,61 313,52 5,49 296,07 5,18

Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela 11 - Dados do rendimento do RNA ap6s 12 etapa de purificacdo (DNase 1) do grupo NIS

NIS
12 Coleta 22 Coleta 52 Coleta
12 etapa purificacio 12 etapa purificacdo 12 etapa purificacio
Amostra l\/lleeiciharg: S Rendimento N::ghargss Rendimento I\/Ilgiotl:igss Rendimento
(ng/hiL) (o) (o) V9 (ng/uL) (o)
1 689,69 12,07 599,45 10,49 688,21 12,04
2 297,3 5,20 919,555 24,37 383,05 6,70
3 685,88 12,00 405,8 7,10 548,99 9,61
4 1013,86 26,87 207,29 3,63 636,29 11,14
S 316,41 5,54 368,48 6,45 1116,7 19,54

Fonte: Elaboracdo propria.
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ApoGs a 1?2 etapa da purificacdo do material genético observou-se rendimento suficiente
para prosseguir com o experimento. As amostras, portanto, foram submetidas ao tratamento
com Turbo DNase (Ambion) e posteriormente submetidas a terceira etapa de purificacdo com
0 kit RNeasy MinElute clean-up (Qiagen). Os dados de rendimento final de RNA total
purificado estdo nas Tabelas 12 e 13.

Tabela 12 - Dados do rendimento do RNA total purificado do grupo aPDT

aPDT
12 Coleta 22 Coleta 52 Coleta
RNA purificado RNA purificado RNA purificado
Média das . Média das . Meédia das .
Amostra leituras Rent(j‘llr;ento leituras Ren?lllgl)ento leituras Ren?:g)ento
(ng/pL) (ng/pL) (ng/pL)
1 239,84 4,32 730,94 13,16 479,21 8,63
2 618,81 11,14 400,28 7,21 175,54 3,16
3 315,68 5,68 407,09 7,33 443,66 7,99
4 122,44 2,20 261,28 4,70 592,91 10,67
5 427,67 7,70 274,17 4,94 261,69 471
Fonte: Elaboracéo propria.
Tabela 13 - Dados do rendimento do RNA total purificado do grupo NIS
NIS
12 Coleta 22 Coleta 52 Coleta
RNA purificado RNA purificado RNA purificado
Média das . Média das . Média das .
Amostra leituras Ren?&g;ento leituras Ren((allllgento leituras Ren((lll:?)ento
(ng/pL) (ng/uL) (ng/pL)
1 582,58 10,49 460,96 8,30 559,85 10,08
2 240,79 4,33 1069,42 19,25 307,25 5,53
3 558,4 10,05 317,31 571 455,97 8,21
4 1176,08 21,17 169,05 3,04 501,59 9,03
5 2348 4,23 324,54 5,84 945,93 17,03

Fonte: Elaborag&o prdpria.

O RNA purificado foi testado através da técnica de eletroforese em gel de agarose para
analisar integridade do material genético. Pode-se observar na Figura 12 a integridade do
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RNA de todos os pacientes em todas as coletas, pois pode-se observar bandas de RNA
ribossomal 28S rRNA (banda superior) e 18S rRNA (banda inferior). Observa-se nessa
imagem que ndo ha a presenca de DNA, afirmando assim, a efetividade dos tratamentos com
DNAse e a integridado do mesmo. Os géis foram realizados com 0,250 pg do material

genético em cada poco.

Figura 12 - Imagem do material genético (RNA) purificado através da técnica de eletroforese
em gel de agarose a 2%

aPDT NIS

Os numeros superiores ditam as amostras. As coletas sdo demonstradas com os simbolos: 12 para 12
coleta; 22 para 22 coleta e 5% para 5° coleta. Nota-se integridade das bandas correspondentes &8 RNA
ribossomal para todas as amostras em todas as coletas avaliadas. Observa-se também auséncia de
DNA.

Fonte: Elaboracgdo propria.



109

5.2.1.3 Sintese do cDNA — Isolados clinicos

As amostras de RNA foram diluidas para que chegasse a concentracdo de 100 ng/uL.
Entdo, o cDNA foi confeccionado com 1ug de RNA seguindo a metodologia proposta em
4.2.2.6. Foram confeccionados dois cDNAs +RT para cada amostra de cada coleta e um
cDNA —RT (amostra em que ndo é colocada a enzima Transcriptase Reversa, a qual ndo deve
apresentar expressdo génica se 0 material genético nao estiver contaminado). Para as amostras
4 NIS 28 4 aPDT 1% e 2 aPDT 52 foi confeccionado apenas 1 +RT devido a baixa quantidade

do material genético.

5.2.1.4 gPCR Quantitativo para avaliacdo de expressdo génica em Isolados Clinicos de C.

albicans

Para a técnica de qPCR, utilizou-se a reacdo descrita na metodologia 4.2.2.7. Cada
placa continha a curva de concentracdo do gene de interesse bem como o cDNA das amostras
dos isolados clinicos de ambos 0s grupos. Foi realizada uma placa para o cONAI e outra para
0 cDNA II. Todas as amostras foram analisadas em duplicata. Todas as reacGes de gPCR
foram analisadas e apresentaram Melt Curves ideais (com apenas 1 pico), coeficiente de
correlacdo =1 e eficiéncia da reacdo entre 90 — 110%, com slope de =-3.3. (Figura 13). O
Threshold foi estabelecido em 100 para todos os genes. Uma placa com a curva de
concentracdo do ACT1 e o cDNA -RT foi submetida ao ciclo do qPCR e ndo houve
amplificacdo dos produtos de PCR dos controles negativos (-RT) de todas as amostras entre
0s pontos da curva garantindo pureza do RNA (auséncia de DNA).

Para os genes SOD1 e SAP1, o tempo do “ciclo de polimerizagao” (Ciclo 2/Step
4), foi alterado para 30 segundos ao invés de 15. Esse ciclo representa o tempo de extenséo do
produto de PCR. Quando a reacdo aconteceu com os 15 segundos do tempo de extensdo, a
eficiéncia ficou baixa. Quando o tempo foi alterado, os parametros ficaram ideais. O tamanho
dos produtos de PCR desses primers (SOD1: 396 pb e 161 pb para SAP1) podem explicar a
necessidade do aumento desse ciclo, pois possivelmente, ndo estava ocorrendo extensdo
efetiva de todo o amplicon com o tempo de 15 segundos. Ndo houve expressdo génica de
todos os genes alvo na amostra 4 do grupo aPDT na 12 coleta. Como todos os cDNAs foram
confeccionados da mesma forma e na mesma ocasido, possivelmente ocorreu um erro para tal
problema, resultando na exclusdo do paciente da pesquisa para ndo gerar resultados falsos

negativos.
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As médias dos dados Start Quantify “SQ mean” foram submetidas a analise
estatistica para analisar se os diferentes tratamentos influenciaram, longitudinalmente (3
coletas) a expressdo génica dos genes de viruléncia objetivos desse estudo. Os dados da
expressao génica para os genes ACT1, CAPL, CATL, LIP3 e PLB1 passaram no pressuposto
de normalidade (p < 0,05) enquanto que no teste de homogeneidade, os dados para 0s genes
CAP1, CAT1, EFG1 e LIP3 foram considerados homogéneos (p > 0,05). Os genes néo
citados ndo aceitaram a normalidade e homogeneidade (p < 0,05). Um detalhe a ser observado
€ que este teste estatistico, para amostras pareadas, necessita de outro teste como pressuposto,
0 teste de esfericidade. Para aqueles dados que passaram nesse pressuposto (CAP1, EFGL1,
LIP3, PLB1 e SOD1), assumiu-se a esfericidade (p > 0,05) para a consulta do resultado da
Andlise de Variancia para Medidas Repetidas Mista. Para aqueles que nao passaram na
esfericidade (p < 0,05) (ACT1, ALS1, CAT1, HWP1 e SAP1), os dados foram normalizados
com a correcdo de Greenhouse — Geisser (para amostras com “n” pequeno). Devido a robustez
do teste e a possibilidade de correcdo da esfericidade (pressuposto mais importante para dados
pareados), esse teste € passivel de aceitar inexatiddes dos pressupostos. Assim, apesar da
importancia dos pressupostos, 0s genes que ndo os aceitaram foram mantidos e o teste foi
realizado para todos os genes. Um teste ndo paramétrico ndo era uma opgao para este estudo
devido as caracteristicas dos dados e devido a presenca de varidvel dependente e
independente. O fator “Coletas” foi considerado como a origem das medidas repetidas e 0

fator “Tratamento” como independente.
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amplification plot. As linhas vermelhas mostram os pontos da curva de
amplificacdo dos produtos de PCR equidistantes. As linhas azuis mostram os
pontos de amplificacdo das amostras clinicas dos pacientes do grupo aPDT,
enquanto as linhas verdes, denotam o0s pontos de amplicagdo dos pacientes
do tratamento NIS. Em B, observa-se o grafico da curva padréo (standard
curve), onde os “circulos” da reta sdo caracterizados pelos pontos da curva
de concentragdo do gene e os “X” sdo caracterizados pelos pontos das
amostras. Em C, observamos 0 melt peak com a presenca de apenas um pico.
Observa-se que a curva apresenta parametros adequados. Dados similares
foram observados para todos os genes testados. Graficos obtidos através do
programa Bio-Rad CFX Manager™ Software.

Fonte: Elaboracdo propria.
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Como observado nas caracteristicas listadas dos genes de interesse no Quadro 1
deste estudo, o gene ACT1, usado na maioria dos trabalhos para normalizagédo dos dados
como controle interno, também tem influéncia na transicdo da morfologia de C. albicans de
levedura para hifa, agindo também na formacdo do biofilme. Diante dessa caracteristica, 0s
dados da expressdo do gene ACT1, cujo primer foi delineado neste esudo, foram submetidos
a andlise estatistica individual para posterior analise se os dados da expressdo génica seriam
normalizados por ele ou ndo. Como pode ser observado no perfil do grafico (Figura 14), o
gene ACT1 néo apresentou expressao constante nas diferentes coletas e nos diferentes grupos
(perfil esperado para um gene normalizador). Dessa forma, optou-se por analisar os dados da
expressdo génica dos genes alvos sem submeté-los a normalizagdo pelo gene ACT1.

Os dados apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos aPDT e NIS
(p = 0,046), onde a expressdo do gene ACTL1 foi superior no grupo aPDT independente das
coletas. As diferentes coletas ndo apresentaram diferenca estatistica entre si (p = 0,080). De
acordo com este resultado, os autores optaram por ndo normalizar os genes de viruléncia pelo
gene ACTL.

Figura 14 - Expresséo do gene ACT1 avaliada em cada grupo experimental nas diferentes
coletas (inicial, final, 60 dias)
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Média e desvio padrdo da expressao do gene ACT1 em cada grupo
experimental nas diferentes coletas (inicial, final, 60 dias). O asterisco (*)
denota diferenca estatistica entre os tratamentos independente da coleta
(p < 0,05). O eixo Y esta representado em escala Logio para melhor
visualizacdo dos dados.

Fonte: Elaborac&o propria.
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Como pode ser observado na Figura 15, ndo houve diferenca estatistica significativa
na expressdo do gene ALS1 (primer delineado) nas diferentes coletas (p = 0,311) e terapias
utilizadas (p = 0,088).

Figura 15 - Expressdo do gene ALS1 avaliada em cada grupo experimental nas diferentes
coletas (inicial, final, 60 dias)
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Meédia e desvio padrdo da expressdo do gene ALS1 em cada grupo experimental nas
diferentes coletas (inicial, final, 60 dias). O eixo Y esta representado em escala Logio
para melhor visualizacéo dos dados.

Fonte: Elaboracdo propria.

O gene CAP1, o qual também teve o primer delineado neste estudo, ndo apresentou
diferenca estatistica significativa na expressao génica nas diferentes coletas (p = 0,480). Os
diferentes tratamentos também néo influenciaram sua expressao (p = 0,265) (Figura 16).

Os tratamentos ndo influenciaram a expressdo génica do gene CATL1 (primer
delineado) (p= 0,155) (Figura 17). No entanto, h& diferenca estatistica significativa na
expressao do gene CATL1 entre as coletas (p = 0,019) a qual foi identificada, atraves do pos-
teste de Bonferroni, nas coletas Inicial e Final (p = 0,041) independente do tratamento sendo a

expressdo no grupo aPDT mais pronunciada que no grupo NIS.
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Figura 16 - Expresséo do gene CAP1 avaliada em cada grupo experimental nas diferentes
coletas (inicial, final, 60 dias)
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Média e desvio padrdo da expressdo do gene CAP1 em cada grupo
experimental nas diferentes coletas (inicial, final, 60 dias). O eixo Y esta
representado em escala Logio para melhor visualizagdo dos dados.

Fonte: Elaboracdo propria.

Figura 17 - Expressdo do gene CAT1 avaliada em cada grupo experimental nas diferentes

coletas (inicial, final, 60 dias)
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Média e desvio padrdo da expressdo do gene CAT1 em cada grupo
experimental nas diferentes coletas (inicial, final, 60 dias). O eixo Y esta
representado em escala Logio para melhor visualizagdo dos dados. Letras
mindsculas iguais sobrescritas denotam diferenca estatistica entre as coletas
(p <0,05).

Fonte: Elaboracgdo propria.
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Com relagdo ao gene EFG1 (primer delineado neste estudo), ndo houve diferenca
estatistica significativa na expressdo desse gene nas diferentes coletas (p = 0,249) e nas duas
terapias utilizadas (p = 0,235) (Figura 18).

Figura 18 - Expressdo do gene EFG1 avaliada em cada grupo experimental nas diferentes
coletas (inicial, final, 60 dias)
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Média e desvio padrdo da expressdo do gene EFG1 em cada grupo experimental
nas diferentes coletas (inicial, final, 60 dias). O eixo Y esté representado em escala
Logio para melhor visualizagdo dos dados.

Fonte: Elaboragdo propria.

Para 0 gene HWP1 (expressdo analisada através do primer delineado) pode ser
observado que os resultados ndo apresentaram diferenca estatistica significativa na expressao
génica nas trés diferentes coletas (p = 0,283) e nas terapias aPDT e NIS (p = 0,274) (Figura
19). Houve diferenca estatisticamente significativa na expressdo do gene LIP3 (primer
delineado) nas diferentes coletas (p = 0,021). O pos-teste (Bonferroni) identificou esta
diferenca entre as coletas Inicial e Final (p = 0,039) independente do tratamento, sendo a
expressdo no grupo aPDT maior que no grupo NIS. Assim, os diferentes tratamentos nao

influenciaram a expressao de tal gene (p = 0,079) (Figura 20).
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Figura 19 - Expresséo do gene HWP1 avaliada em cada grupo experimental nas diferentes
coletas (inicial, final, 60 dias)
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Média e desvio padrdo da expressdo do gene HWP1 em cada grupo
experimental nas diferentes coletas (inicial, final, 60 dias). O eixo Y esta
representado em escala Logio para melhor visualizagdo dos dados.

Fonte: Elaboracdo propria.

Figura 20 - Expressdo do gene LIP3 avaliada em cada grupo experimental nas diferentes

coletas (inicial, final, 60 dias)
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Média e desvio padrdo da expressdo do gene LIP3 em cada grupo
experimental nas diferentes coletas (inicial, final, 60 dias). O eixo Y esta
representado em escala Logio para melhor visualizacdo dos dados. Letras
minuUsculas iguais sobrescritas denotam diferenca estatistica entre as coletas
(p <0,05).

Fonte: Elaboracdo propria.
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Em relacdo ao gene PLB1 (primer delineado) pode ser observado na Figura 21 que 0s
dados demonstraram diferenca estatistica significativa na expressao génica entre os diferentes
tratamentos (p < 0,001), onde a expressao do gene PLB1 na terapia aPDT é superior a NIS

nos 3 tempos de coleta. Ndo ha diferenca estatistica entre as 3 coletas (p = 0,053).

Figura 21 - Expressdo do gene PLB1 avaliada em cada grupo experimental nas diferentes

coletas (inicial, final, 60 dias)
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Média e desvio padrdo da expressdo do gene PLB1 em cada grupo
experimental nas diferentes coletas (inicial, final, 60 dias). O asterisco (*)
denota diferenca estatistica entre os tratamentos independente da coleta (p <
0,01). O eixo Y esta representado em escala Logio para melhor visualizagao
dos dados.

Fonte: Elaboragdo propria.

Como pode ser observado na Figura 22, ndo houve diferenca estatistica significativa
na expressdo do gene SAP1 (primer descrito por Naglik et al.>®) nas diferentes coletas (p =
0,062) e terapias utilizadas (p = 0,130). Em relacdo ao gene SOD1 (primer descrito por Zhu et
al.%®) (Figura 23), o teste de Analise de Variancia para Medidas Repetidas Mista permitiu
visualizar que houve diferenca estatistica significativa na expressao do gene SOD1 nas
diferentes coletas (p= 0,021). No entanto, o pos-teste Bonferroni ndo conseguiu identificar tal
diferenca (p> 0,05). Os diferentes tratamentos ndo influenciaram a expresséo de tal gene (p=
0,079). O fato do pos-teste ndo ter conseguido detectar a diferenca estatistica pode ser
explicado, pois, além do pos-teste ser muito conservador, a amostra tem um n pequeno e 0s

dados ndo passaram nos testes de normalidade e homogeneidade.



Figura 22 - Expresséo do gene SAP1 avaliada em cada grupo experimental nas diferentes

coletas (inicial, final, 60 dias)
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Média e desvio padrdo da expressdéo do gene SAP1 em cada grupo
experimental nas diferentes coletas (inicial, final, 60 dias). O eixo Y esta

representado em escala Logio para melhor visualizagdo dos dados.

Fonte: Elaboragdo propria.

Figura 23 - Expressdo do gene SOD1 avaliada em cada grupo experimental nas diferentes

coletas (inicial, final, 60 dias)
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Média e desvio padrdo da expressdo do gene SOD1 em cada grupo
experimental nas diferentes coletas (inicial, final, 60 dias). O eixo Y esta

representado em escala Logio para melhor visualizacdo dos dados.

Fonte: Elaborag&o prdpria.
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6 DISCUSSAO

A infeccdo da cavidade bucal causada por Candida spp., denominada candidose
bucal, é a infeccdo fngica mais frequente entre humanos, sendo C. albicans a espécie mais
patogénical*3’, A utilizacdo de medicamentos tdpicos e sistémicos, principalmente os azois,
como a Nistatina, pode promover o desenvolvimento de resisténcia fingica’?. A incidéncia e
prevaléncia de infeccdes superficiais e sistémicas causadas por este fungo tém sido atribuidas
a condi¢bes do hospedeiro, a resisténcia aos antifungicos e a expressdo de fatores de
viruléncia dos micro-organismos, 0s quais podem ser expressos apds exposicao a antifungicos
para tratamentos da infeccdo. Com o objetivo de contornar a resisténcia aos antifungicos,
novas terapias estdo sendo alvo de estudos, entre elas a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana
(@PDT) que vem sendo sugerida como um tratamento alternativo ou coadjuvante na
inativacdo dos microrganismos®®38!, Neste tratamento, a luz em associacdo com o agente
fotossenssibilizador em presenca de oxigénio produz ROS® levando a morte celular.

Elucidar a expressdo de genes de viruléncia associados a Candida spp., é de suma
importancia para o entendimento de como as abordagens terapéuticas afetam a expresséo
desses genes podendo ser um indicador da eficcia do tratamento/intervencdo, pois nem
sempre ocorre diminuicdo numérica significante na populacdo microbiana. Dessa forma, o
objetivo do presente estudo foi avaliar, longitudinalmente, a expressdo dos genes de
viruléncia ALS1, CAP1, CAT1, EFG1, HWP1, LIP3, PLB1, SAP1, SOD1 e ACT1 em
isolados clinicos de pacientes submetidos a diferentes terapias: convencional com Nistatina e
aPDT. Para a correta analise da expressdo génica, foi também avaliada a especificidade dos
primers da literatura, bem como de novos primers desenhados através de analises in silico e in
vitro, além da padronizacdo dos primers para sua utilizacdo na técnica de RT-gPCR. E
importante ressaltar ndo foram encontrados relatos na literatura que avaliaram o
comportamento dos genes propostos apés a aPDT. Deste modo, este trabalho, foi o primeiro a
analisar os genes alvo apds a aPDT, ndo possibilitando comparagdes diretas com a literatura.

Muitas técnicas tém sido utilizadas para identificar os principais fatores de viruléncia
responsaveis pelo aparecimento e desenvolvimento da infeccdo no hospedeiro. A técnica de
gPCR tem sido muito utilizada na biologia molecular por sua eficacia, especificidade e
fidelidadel4, e tem sido promissora para quantificacdo dos genes envolvidos uma vez que
guantifica, e ndo apenas avalia qualitativamente, a expressdo génica. Tal fato faz com que o
gPCR seja 0 método de escolha em biologia molecular. Entretanto, dentre os critérios que
devem ser seguidos para que o ensaio de gPCR seja adequadamente realizado, destaca-se a
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obtencdo de um anelamento especifico dos primers®, sendo este de extrema importancia para
que ndo haja reacdo cruzada com outras espécies ou genes, proporcionando resultados reais da
expressao dos genes alvos. Tal caracteristica deve ser avaliada, principalmente, nos estudos
conduzidos em amostras clinicas, pois sabe-se que os pacientes com candidose oral podem
apresentar mais de uma espécie de Candida em sua microbiota, além de biofilmes mistos com
diversas espécies de microrganismos e de fatores ambientais que também afetam a viruléncia
dos micro-organismos.

A metodologia in silico deste estudo assegurou a especificidade dos primers antes dos
testes in vitro. Na literatura consultada ndo foi possivel observar a descricdo de todas as
etapas de analise e padronizacdo dos primers 216:20.33.35404659.60.86 sendo que a maioria dos
estudos que avaliaram a expressao de genes de viruléncia em C. albicans foram conduzidos
em amostras in vitro?%2%% oy em modelos animais (in vivo)®®. Essas condi¢des permitem
maior controle das condi¢Bes experimentais, diferente de amostras clinicas, em que a maior
dificuldade ¢ a falta de controle das condi¢cdes do meio, mesmo que a selecdo de voluntarios
seja criteriosamente realizada. Os dados obtidos neste estudo puderam afirmar que os primers
da literatura para os genes SAP1 (Naglik et al.>®) e HWP1 (Alves et al.?) foram especificos
para C. albicans, enquanto que o primer da literatura para o gene ACT1(Alves et al.?) ndo
apresentou especificidade para C. albicans. O primer para o gene SOD1 (Zhu et al.®) foi
detectado em C. albicans e C. dubliniensis. Os primers desenhados para 0s genes ACT1,
ALS1 e HWP1 foram detectados apenas em C. albicans, enquanto que os primers delineados
para os genes CAP1, CAT1, EFGL1, LIP3 e PLB1 foram detectados em C. albicans e C.
dubliniensis.

No estudo conduzido por Nailis et al.®°, os autores citaram a especificidade dos
primers (verificado por Blast), a auséncia de reacdo cruzada com outros organismos, e
eficiéncia entre 90 e 110%, além de auséncia de estruturas secundarias. Em contraste, quando
0s primers para os genes ACT1, SAP1, SAP4, PLB1, LIP3 e HWP1 descritos por esses
autores nesse estudo® foram submetidos & analise in silico no presente estudo, ndo foram
observadas tais caracteristicas. Além disso, as sequéncias dos primers para 0s genes ACT1,
HWP1, SAP1 e SAP4 ndo foram encontradas nas sequéncias de genes obtidas a partir do
Candida Genome Database e Pubmed. Ademais, o0s testes in vitro realizados no presente
estudo demonstraram que 0s primers para os genes ACT1, HWP1, LIP3, PLB1, SAPl e
SAP4 (Nailis et al.®%) foram detectados em outras espécies de Candida, inclusive na

amplificagdo para o controle negativo (H20 de grau molecular) (Figura 6A e B). Os produtos
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de PCR nos controles negativos podem ser explicados pela presenca de estruturas secundarias
nos primers (mostrados na andlise in silico), que permitem ligacdes inter e intramoleculares
que resultam em produtos inespecificos. A reacdo cruzada com diferentes espécies de
Candida foi também confirmada por andlise in silico através das ferramentas Blast e
ClustalW2. Portanto, com base nestes resultados, estes primers ndo séo indicados para estudos
com amostras clinicas de pacientes. Seleem et al.”* conduziram um estudo in vitro no qual os
primers utilizados foram os descritos por Nailis et al.®®, Os autores observaram que a
expressao dos genes SAP1 e PLBL, ap6s uma nova terapia contra candidose utilizando o
composto antifingico Monolaurina, ndo mostrou diferenca estatistica quando comparada com
o controle (etanol 1%). Talvez, esses resultados possam ser atribuidos a auséncia de
especificidade dos primers, que podem ter expressado produtos inespecificos.

Ap0Gs analises in silico dos primers descritos por Alves et al.? (ACT1, ALS1, ALS3,
HWP1, PLB1, SAP1 e SAP4), os primers para os genes ACT1 e HWP1 apresentaram boas
caracteristicas. No entanto, o presente estudo demonstrou através de andlise in vitro que o
primer para o gene ACT1 possui reacdo cruzada com C. krusei, C. tropicalis e C. dubliniensis
(Figura 6C). Por outro lado, o par de primers descrito por Alves et al.? para 0 gene HWP1
mostrou especificidade para C. albicans e pode ser utilizado para estudos in vivo (Figura 6E).

Embora o amplicon do par de primers descrito por Naglik et al.>® para o gene SAP1
apresente sequéncia maior (161 pb) do que a ideal (80 — 150 pb, segundo descrito por
Bustin®), este foi o escolhido para analise in vitro. Esta escolha foi baseada na descricéo, a
partir dos autores, da especifidade dos primers e da utilizacdo dos mesmos em amostras
clinicas de pacientes com leses de candidose oral e vaginal®. No teste in vitro realizado
neste estudo, observou-se que os primers para o0 gene SAP1 apresentaram especificidade para
C. albicans (Figura 6E), porém os primers para o gene SAP4 descritos ndo mostraram boas
caracteristicas in silico, os quais apresentaram alta homologia nas sequéncias SAPs. Os
primers descritos para o gene PLB1 também n&o apresentaram boas caracteristicas in silico e
ndo foram testados in vitro.

No presente estudo, o par de primers para o gene SOD1 descrito por Zhu et al.® reagiu
com o0 DNA de C. albicans e C. dubliniensis (Figura 6D). A detecgéo de alguns primers deste
estudo nas espécies C. albicans e C. dubliniensis pode ser esclarecida pelas caracteristicas
intimamente relacionadas de ambas as espécies, sendo dificil o discernimento das mesmas em
amostras clinicas®®®2. Para interpretar a dificuldade em encontrar primers especificos para C.

albicans, a literatura demonstra que ambas as espécies compartilham muitas caracteristicas
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fenotipicas, incluindo a capacidade de produzir hifas e clamiddsporos®%3%5257 Jackson et al.*®
realizaram um estudo com o objetivo de comparar a patogenicidade de C. albicans e C.
dubliniensis, pois mesmo que ambas as espécies apresentem sequéncias gendmicas muito
parecidas, possuem patogenicidades diferentes. Os autores mostraram que embora C.
dubliniensis seja um patogeno significativamente menos virulento e menos versétil que a C.
albicans, eles compartilham muitas caracteristicas fenotipicas com sintenia mantida
(conservacdo na ordem e no conteldo de genes entre espécies relacionadas), incluindo a
capacidade de formar hifa. Mesmo diante de tanta similaridade gendmica, embora alguns
genes tenham apresentado especificidade para C. albicans, esta condi¢cdo de similaridade pode
explicar a deteccdo de bandas para os primers delineados para os genes LIP3, CAT1, CAP1,
EFG1 e PLB1 em ambas as espécies (Figura 7). Esta reacdo cruzada ndo impede a utilizacéo
do primer em estudos in vivo porque, embora exista a homologia, C. albicans é mais
prevalente quando comparada a C. dubliniensis®.

O programa para delineamento de primers Beacon Designer™ para genes que nao
tinham bons primers na literatura (ap6s analises in silico e in vitro) foi o escolhido. Segundo
Nolan et al.®3, o Beacon Designer™ é o programa comercial mais abrangente. Os novos
primers foram arquitetados utilizando as caracteristicas descritas por Bustin® e Thornton et
al.%. De acordo com Thornton et al.?%, a temperatura de anelamento ideal deve estar préximo
de 59/60°C. Por outro lado, Bustin'® descreveu que a temperatura ideal deve estar em torno
dos 55°C pois a Tm de uma molécula de DNA depende do tamanho e da composicdo dos
nucleotideos, portanto, amplicons ricos em guanina e citosina ttm um Tm maior do que
aqueles com mais pares de bases adenina e timina (Nolan et al.%%). O controle de qualidade
para o delineamento de um primer foi descrito como essencial por Nolan et al.®3, que
elencaram o0s parametros mais importantes: maior eficiéncia e sensibilidade dos primers e
auséncia de dimeros de primers. Tal como descrito por Nolan et al.®, a analise da Melt Curve
é uma poderosa ferramenta que fornece uma identificacdo precisa dos produtos amplificados,
distinguindo-os de produtos inespecificos (artefatos) e dimeros de primers. Os Amplification
plots dos genes deste estudo mostraram dilui¢cGes equidistantes e um Gnico pico na Melt
curve, o que € um bom indicador da eficiéncia do primer.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que houve diferenca estatistica
na expressao dos genes CAT1 e LIP3 entre as coletas Inicial (sem nenhum tratamento) e Final
(apos finalizacdo do tratamento). Para o gene CAT1, sua expressdo na coleta final foi superior

em relacdo a coleta inicial tanto no grupo tratado com aPDT quanto NIS (Figura 17). Para o
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gene LIP3, houve uma reducgéo significativa de sua expressdo da coleta inicial com a final
independente do tratamento (Figura 20). Para o gene SOD1, também houve a diminuicéo de
expressao entre as coletas independente dos tratamentos (Figura 23). A expressdo do gene
PLB1 foi diferente entre as coletas onde foi observado maior expressdo no grupo aPDT,
independente das coletas (Figura 21). Embora a expressdo do gene PLB1 tenha sido superior
em todas as coletas no grupo aPDT, o grafico mostrou uma tendéncia de diminuicdo da
expressao na coleta final do tratamento aPDT quando comparado com a inicial. Em contraste,
para os pacientes tratados com NIS, o perfil do grafico foi de aumento constante na expressao
em cada tempo avaliado. Para os genes ALS1, CAP1, EFG1, HWP1 e SAP1 ndo houve
diferencga estatistica entre as coletas independente dos tratamentos aPDT e NIS, os quais
também ndo influenciaram a expressdo de tais genes.

Embora este estudo ndo tenha encontrado diferengas significativas na expressao dos
genes de viruléncia dos isolados clinicos tratados com aPDT quando comparados com NIS,
tem sido relatado resultados positivos com a utilizagdo aPDT mediada pelo Photoditazine
(PDZ) associada a luz LED na inativacdo de C. albicans tanto no tratamento da candidose em
camundongos quanto em pacientes. Carmello et al.*? em 2015, demonstraram a eficacia dessa
terapia na inativacdo do fungo apds uma aplicacdo da terapia sem causar qualquer efeito
nocivo sobre o tecido do hospedeiro. Em outro estudo!!, foi demonstrado que a aPDT foi tdo
eficaz quanto a Nistatina no tratamento da candidose induzida em camundongos, sendo
observada remissdo completa das lesdes orais nos animais tratados com aPDT enquanto que
0s animais tratados com Nistatina apresentaram remissdo parcial de lesbes nos periodos
avaliados. Embora utilizando outro fotossensibilizador (Photogem®), a eficiéncia da aPDT
também foi avaliada em um estudo clinico conduzido por Mima et al.>®. Os autores
demonstraram reducdo no nimero de coldnias viaveis de Candida spp. ap6s o término do
tratamento (coleta final) e reducdo dos sinais clinicos de inflamacdo do palato, sendo que a
aPDT foi tdo efetiva quanto a aplicacdo da Nistatina no tratamento da estomatite protética. Tal
eficacia clinica do tratamento também foi observada nos pacientes do presente estudo (dados
ndo mostrados). Embora estudos ja tenham avaliado o efeito da aPDT em suspensdes
planctonicas'®?3, biofilmes?2°5468 em animais'*!>* e humanos®, os efeitos que as
aplicacdes sucessivas de aPDT podem causar nos genes responsaveis pela expressdo de
fatores de viruléncia de C. albicans ainda ndo tinham sido avaliados até o presente momento.

Ainda que ndo tenha sido observada diferenca estatistica na expressdo do gene ALS1,

o perfil do grafico (Figura 15) pode denotar tendéncia de diminuicdo da expressdo do gene no
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grupo aPDT quando a coleta inicial é comparada com a final e controle posterior (60 dias).
Um perfil de expressdo antagonico foi observado para a expressdo do gene ALS1 no grupo
NIS. Segundo Nobile et al.®?, 0 gene HWP1 promove a interagdo direta de C. albicans com as
células do hospedeiro (tanto in vitro quanto in vivo). Esta interagdo é substancialmente
exacerbada pela presenca de ALS1/ALS3 que sdo ativados quando ha o contato inicial
microrganismo/hospedeiro pelo gene HWP182, Corroborando com o atual estudo em isolados
clinicos de pacientes, a diminuicdo longitudinal da expressao dos genes ALS1 e HWP1 no
grupo aPDT pode ser explicada pela possivel desorganizacdo estrutural do biofilme causada
pela aPDT. Essa desorganizacdo impede que a expressdo desses genes de adesdo dos
microrganismos seja exacerbada. Em contraste, no teste realizado no grupo NIS, o gene ALS1
tende a manter sua expressdo ao final do tratamento além de ter maior expressao 60 dias ap6s
a terapia aplicada. Em relacdo ao gene HWP1, sua expressdo foi diminuida ao final do
tratamento em ambos 0s grupos, no entanto, esta foi exacerbada no controle posterior no
grupo tratado com NIS (Figura 19). Tal fato pode sugerir o aumento de viruléncia dos
microrganismos quando tratados com NIS. Esse aumento de expressdo génica nas coletas pos-
tratamento pode ser explicado pelo fato do biofilme comecar a se reorganizar apds a
suspensdo do uso do medicamento Nistatina, fato que pode ser comprovado também
clinicamente, em que as lesdes de candidose recidivam durante o controle posterior
[observacdo do estudo clinico de Fernanda Alves (dados ndo mostrados)]. Embora a
expressao do gene ALS1 tenha sido superior no grupo aPDT quando comparado ao NIS para
as coletas Inicial e Final, sua expressdo ndo foi influenciada pelos tratamentos. Essa maior
expressdo génica no grupo aPDT também pode ser observada em outros genes, inclusive na 12
coleta (em que os pacientes ainda ndo haviam recebido tratamento), tal observacdo pode ser
esclarecida pelas caracteristicas inerentes de cada paciente.

A expressdo do gene PBL1, que codifica uma fosfolipase, foi diferente entre os
tratamentos, Esse gene apresentou maior expressdo em todos 0s tempos no grupo tratado com
aPDT quando comparada com o grupo tratado com o tratamento convencional (NIS) (Figura
21). Essa diferenca entre os tratamentos pode ser observada desde a coleta inicial, sem as
células terem sido submetidas a nenhum tratamento. Essa diferenca de expressdo também
pode ser explicada por caracteristicas proprias dos pacientes de cada grupo. Embora néo tenha
tido observado diferenca entre as coletas, o perfil de expressdo do grupo aPDT mostra
declinio na expressdao de PLB1 da coleta inicial para a final, enquanto que na coleta final (60

dias), observa-se elevacdo da expressdo. Para o grupo NIS, observa-se constante aumento na
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expressao génica deste gene. Caracterizado por promover adesdo e penetragdo do fungo na
célula do hospedeiro, este gene contribui para destruicio tecidual***. Como pode ser
observado na Figura 21, observa-se expressdo exacerbada desse gene apds 60 dias do inicio
do tratamento nas duas terapias utilizadas, sugerindo uma possivel reinfeccdo dos sitios
estudados ap6s ambos os tratamentos. Nota-se que a expressdo do PLB1 60 dias apds o inicio
dos tratamentos no grupo NIS foi superior a expresséo de tal gene na coleta inicial, sugerindo
maior capacidade de adesdo e penetracdo dos fungos ap0Os serem tratados com a terapia
convencional.

Komalapriya et al.*® afirmaram que C. albicans expressa niveis basais relativamente
elevados de catalase na auséncia de estresse, sendo esta enzima critica para a desintoxificagdo
rapida do composto H>O> pelas células de C. albicans, desempenhando um papel critico na
resposta ao estresse oxidativo e na rapida regulacdo da presenca de ROS, contribuindo para a
homeostase. Correlacionando os resultados do estudo com os encontrados na expressao de
CAT1 nos isolados clinicos deste estudo (Figura 17), o ligeiro aumento na expressao do gene
da coleta inicial para a final no grupo aPDT pode ser explicada pelo comportamento de
protecdo de C. albicans em relacdo ao estresse oxidativo causado pela terapia, que gera ROS.
O mesmo comportamento também pode ser visualizado no grupo NIS, em que as células do
fungo, possivelmente, se protegem das ROS geradas pelo hospedeiro para protegcdo contra o
invasor. Apds 60 dias do inicio da terapia, 0s niveis de expressao de tal gene apresentaram
menor expressdo, uma vez que, hipoteticamente, os microrganismos ja ndo sofriam com
elevadas producdes de ROS. A diminuicdo da expressdo génica na coleta final do tratamento
denota decréscimo deste fator de viruléncia, diminuindo sua contribuicéo para a viruléncia de
C. albicans. Outro gene também relacionado a resposta ao estresse oxidativo € o CAP1
(Figura 16), para o qual pode ser observado o mesmo comportamento que o gene CAT1 nos
isolados clinicos deste estudo (Figura 16).

A grande maioria das evidéncias recentes sugere que C. albicans possui um sistema
robusto de desintoxicacdo sendo os genes SOD1 e SOD5 expressos durante o crescimento
exponencial de C. albicans*® em que o SOD1 é o responsavel principal pela remogio dos
ROS gerados por macrofagos®. O presente estudo revela que ha uma diminuicio sutil, porém
constante, na expressdo do gene SOD1 ao longo do tratamento e controle posterior para o
grupo aPDT (Figura 23) (sem diferenca estatistica). Para o grupo NIS, nota-se uma
diminuicdo mais acentuada no final do tratamento quando relacionado a coleta inicial, no

entanto, observagdes ndo estatisticamente significantes. Uma observacdo a ser realizada é que
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a expressdo do gene SOD1 apos 60 dias do tratamento com Nistatina foi ligeiramente maior,
sendo mais elevada do que a expressao ao final do tratamento, este dado permite observar que
hd uma tendéncia em aumentar a viruléncia de C. albicans quando comparado as células
tratadas com aPDT, pois aPDT demonstrou queda constante na expressdo de SOD1 (Figura
23) possivelmente denotando menor capacidade de desenvolver viruléncia.

EFG1 é um gene regulador de transcri¢do que controla a formacdo de biofilme em C.
albicans e esta intimamente relacionado a transicdo do fungo da forma de levedura para
hifa®’. Neste estudo o ligeiro aumento na expressdo do gene EFG1 no grupo NIS foi mais
evidente que no grupo aPDT (Figura 18). A tendéncia no aumento de expressao pode elucidar
maior poder de viruléncia de C. albicans quando relacionado a terapia NIS, pois tem maior
capacidade de transicdo da fase de levedura para a filamentosa. Com este resultado, pode-se
concluir que estes isolados clinicos ndo foram incapacitados de sofrer transicdo morfoldgica
de levedura para hifa em ambos os tratamentos. Para estudar o efeito de lipases nos diferentes
tratamentos, este estudo avaliou a expressdo do gene LIP3, o qual estd associado ao
crescimento do biofilme sobre superficies mucosas®®. Os dados demonstraram diminuicio na
expressao desse gene em ambos os tratamentos da coleta inicial até o final do tratamento. Em
contraste, 60 dias ap6s o inicio de ambos os tratamentos, houve aumento da expressdo,
podendo elucidar a reorganizacdo do biofilme e o retorno da sua formacgdo nas superficies
analisadas. Para o grupo NIS, a expressdao do gene LIP3 foi visualmente igual aos 60 dias
apos o inicio dos tratamentos quando comparado com a coleta inicial. Enquanto que no grupo
aPDT, a maior expressdo do gene foi na coleta inicial (Figura 20).

O gene SAP1, relacionado a expressao de proteinase nas fases iniciais da adesdo do
biofilme e na colonizagdo e contribuigéo para a lesdo tecidual, pois produz uma enzima que
possui acdo de degradar proteinas das células do hospedeiro®, teve sua expressio elevada
apos a coleta inicial em ambos os tratamentos. Mesmo estatisticamente ndo significante, a
expressdo desse gene foi numericamente maior nas coletas posteriores ao inicio dos dois
tratamentos (Figura 22). Freire et al.?® avaliaram a expressdo dos genes SAP5, LIP9 e PLB1
em isolados clinicos apds aPDT utilizando o fotossenssibilizador azul de metileno associado a
luz vermelha 660 nm. Neste estudo, os autores concluiram que a expressdo desses genes
relacionados a enzimas hidroliticas (proteinase, lipase e fosfolipase), apresentou uma discreta
reducdo apos o tratamento com a terapia fotodinamica. No entanto, essa reducdo também néo
foi estatisticamente significante. Para justificar os resultados, os autores ressalvaram que

estudos na literatura demonstraram maior viruléncia em isolados clinicos de C. albicans
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quando comparada as cepas padrdo do mesmo fungo. Tal explicacdo pode também elucidar o
porqué da ndo diferenca estatistica para a expressdo de alguns genes deste estudo, uma vez
que isolados clinicos podem apresentar maior viruléncia que cepas laboratoriais padrdo. Uma
ressalva para o estudo conduzido por Freire et al.?° é que o grupo utilizou primers da literatura
para 0s genes SAP5, LIP9 e PLB1 delineados por Nailis et al.’®. Como ja relatado
anteriormente, através da anélise in vitro deste estudo, foi mostrada a presenca de produtos
inespecificos para o par de primers para o gene PLB1 (Nailis et al.%%), inclusive no controle
com agua de grau molecular, podendo resultar em inespecificidade da expressao génica deste
gene na técnica de RT-gPCR no estudo conduzido por Freire et al.?.

Dovigo et al.?® realizaram um estudo para avaliar o efeito da aPDT, associada ao
fotossensibilizador Photodithazine®, na inativacdo de Candida spp. de 15 isolados clinicos de
C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis. Os autores observaram que a aPDT promoveu
reducdo significativa na viabilidade de suspensdes celulares de C. tropicalis e C. glabrata,
enquanto que cinco cepas de C. albicans foram completamente inativadas apds a aPDT, dados
com o0s quais os autores concluiram que a aPDT mediada pelo PDZ causou reducdo
significativa na viabilidade dos isolados das espécies de Candida. Diferentemente da
metodologia aplicada no estudo de Dovigo et al.?%, os isolados clinicos recuperados para o
atual estudo foram submetidos a extracdo do RNA ap6s seu crescimento em placas
CHROmagar Candida, ou seja, ndo foram tratados apds estimulo de crescimento em meio
nutritivo. Tal fato pode justificar a dificuldade de se encontrar diferenca estatistica na
expressao génica dos fatores de viruléncia do grupo aPDT quando comparado com o NIS,
pois 0 crescimento dos mesmos em estufa sob meio rico em nutrientes pode permitir uma
reorganizacdo celular do fungo, podendo ter suas caracteristicas de viruléncia reestabelecidas.
Os nutrientes do meio também podem ter dado condicdes para que os isolados de C. albicans
recuperasse suas caracteristicas genéticas, que poderim ter sido alteradas ap6s tratamento com
aPDT. Tal dado foi observado por Carmello et al.'*, que em um estudo in vitro, observaram
que a aPDT, utilizando curcumina (2,5 uM) associada ao LED azul com (37,5 J/cm?), induziu
0 dano do DNA (teste Cometa) o qual foi causado pelo estresse oxidativo da terapia.

Assim, os isolados foram diretamente submetidos a analise da expressdo génica dos
fatores de viruléncia com o objetivo de aproximar o resultado do RT-qgPCR com a amostra
recuperada do paciente sem qualquer intervengdo in vitro. Levantando uma hipétese, um
ponto positivo dos resultados da expressdao génica é que a terapia ndo causou danos as

caracteristicas genéticas do microrganismo, ndo propiciando resisténcia antifingica ou até
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mesmo efeitos mutagénicos. No entanto, tais dados ainda precisam ser melhor esclarecidos e
testados. Diante desses achados, a aPDT pode ser considerada promissora para a
desorganizacdo do biofilme, no entanto, vale ressaltar que levando em consideracdo a
dificuldade em trabalhar com amostras clinicas obtidas de pacientes, mais estudos devem ser
realizados para suplementar os resultados obtidos.

Portanto, os resultados dessa pesquisa mostraram que oito primers recentemente
delineados (ACT1, HWP1, ALS1, LIP3, CAT1, CAPL, EFG1 e PLB1) e trés primers da
literatura (HWP1 por Alves et al., SAP1 por Naglik et al.>®, e SOD1 por Zhu et al.®%) foram
padronizados e podem ser usados com seguranga em estudos clinicos. A padronizacdo de
primers especificos de C. albicans afeta positivamente a eficiéncia da amplificacdo para
analises de expressdo genénica em estudos com amostras clinicas. As analises de expressdo
génica foram realizadas a partir desses primers e os resultados do presente estudo sugerem
que a aPDT mediada pelo PDZ, vista como promissor em tratamentos da candidose!!122368
ndo alterou a expressdo génica dos genes ALS1, CAP1, EFG1, HWP1 e SAP1 nas diferentes
coletas longitudinais de pacientes submetidos as terapias aPDT e NIS. Para o gene CAT1, a
expressao foi maior na coleta final (pos-tratamento) em relacdo a inicial independente dos
tratamentos utilizados. Para o gene LIP3 houve menor expressdao na coleta final (apds
tratamento) quando comparada com a coleta inicial tanto no grupo aPDT quanto NIS. A
expressao do gene SOD1 também foi estatisticamente diferentes entre as coletas independente
do tratamento, no entanto. A expressdo do gene PLB1 foi diferente entre os tratamentos, foi
observado expressao superior no grupo aPDT comparado a NIS, independente das coletas. A
recuperacdo das caracteristicas do fungo C. albicans durante o crescimento em estufa na placa
contendo meio CHROMagar Candida pode ter influenciado o resultado da expressdo génica.
Dessa forma, futuras pesquisas devem considerar a padronizacdo da metodologia para analise
direta da expressdao génica em amostras clinicas bem como considerar 0 aumento do numero
de pacientes para avaliar a expressdao dos genes de viruléncia de forma mais segura com
resultados mais representativos para a populacdo humana, definindo com maior clareza se a
aPDT medida pelo PDZ afeta positivamente ou negativamente a expressdo desses fatores de

viruléncia.
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7 CONCLUSAO

Perante os resultados apresentados podemos concluir que:

Os primers da literatura para os genes SAP1 e HWP1 foram especificos para C. albicans
através dos testes de PCR;

Os primers desenhados (via Beacon Desginer™) para os genes ACT1, ALS1 e HWP1 foram
detectados apenas em espécies C. albicans confirmando sua especificidade;

Os primers desenhados para os genes CAP1, CAT1, EFGL, LIP3, PLB1 e o primer da
literatura para o gene SOD1 mostraram deteccdo em C. albicans e C. dubliniensis;
Adicionalmente, conclui-se que trés primers da literatura e oito primers desenhados estéo
padronizados e sdo especificos para C. albicans/C. dubliniensis, podendo ser usados com
confianca em estudos clinicos para analise da expressao génica;

O gene LIP3 apresentou reducdo significativa de sua expressao da coleta inicial para a final
(ap6s o tratamento) independente do tratamento;

O gene SOD1 apresentou diferenca estatistica entre as coletas independente do tratamento
utilizado;

A expressdo do gene CAT1, foi superior na coleta final (ap6s o tratamento) em relacdo a
coleta inicial tanto no grupo tratado com aPDT quanto NIS;

A expressao do gene PLB1 foi estatisticamente maior no grupo aPDT quando comparado com
o grupo NIS, independente das coletas;

Para os genes ALS1, CAP1, EFG1, HWP1 e SAP1 ndo houve diferenca estatistica entre as
coletas independente dos tratamentos aPDT e NIS, os quais também ndo influenciaram a
expresséo de tais genes.
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APENDICE A

Para avaliar a expressdo dos genes de interesse, foi realizado o teste estatistico
“Analise de Variancia para Medidas Repetidas Mista” (a= 0,05) com p0s-teste de Bonferroni
(p<0,05). O teste foi realizado em cada um dos genes individualmente a partir dos valores
obtidos do qPCR (SQ Mean). O fator “Coletas” foi considerado como a origem das medidas

repetidas e o fator “7Tratamento” como independente.

Tabela Al - Sumério da analise de Variancia para Medidas Repetidas Mista do gene ACT1 (a= 0,05)

Fonte de )
Variagio 5Q gl QM F p Iy I
Coletas 49569089 181 1174 42219185937 3365 0080 0194 0,438
ColetasX 1 o0/4o71181 1174 10513912780 0838 0392 0056  0.145
Tratamento

Residuo 206211446,444 16,437 12545375042

Teste realizado utilizando o indice de Epsilon de Greenhouse-Geisser (ecc = 0,587).
Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela A2 - Pés teste de Bonferroni para comparagado entre grupos para o gene ACT1

Tratamentos Media Erro Padrdo p
aPDT 4061,810 807,117 0,046*
NIS 1709,667 711,810 0,046*

* Nota-se diferenca estatistica entre os tratamentos.
Fonte: Elaboragdo propria.

Tabela A3 - Sumario da analise de Variancia para Medidas Repetidas Mista do gene ALS1 (a= 0,05)

Fonte de )
Variacdo SQ gl QM F P 1y 1
Coletas 38608315817 1111 34833361041 1131 0311 0075 0175
Coletasx o 1o00a5817 1111 60694638721 1970 0180 0123 0,272
Tratamento

Residuo 479149526,349 15553  30806782,620

Teste realizado utilizando o indice de Epsilon de Greenhouse-Geisser (s = 0,555).
Fonte: Elaborag&o prdpria.
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Tabela A4 - Sumério da analise de Variancia para Medidas Repetidas Mista do gene CAP1 (a= 0,05)

Fonte de )

Variagio SQ gl QM F P 1y 1

Coletas 13870355,622 2 6935177,811 0,753 0,480 0,051 0,165
Coletas x

44002455,622 2 22001227,811 2,389 0,110 0,146 0,442
Tratamento
Residuo 257836965,545 28 9208463,055

Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela A5 - Sumario da anélise de Variancia para Medidas Repetidas Mista do gene CAT1 (a= 0,05)

Fonte de )
Variagdo SQ gl QM F p I I
Coletas 213282?453’6 1,386 1539:&31%783091, 5691 0,019 0,289 0,707
Coletas x 10566270953,6 1,386 7626081107,5 2820 0099 0168 0414
Tratamento 38 28
Residuo 52464%%0567,1 19.308 2;04697340,6

Teste realizado utilizando o indice de Epsilon de Greenhouse-Geisser (ecc = 0,693).
Fonte: Elaborag&o prdpria.

Tabela A6 - Pds teste de Bonferroni para comparagéo entre grupos para o gene CAT1

p
Coletas Média Erro Padréo
12 28 5
12 65290,476 9671,636 0,041* 0,840
248 9671,636 17576,908 0,041* 0,072
5a 51595,794 8428,473 0,840 0,072

*Nota-se diferenca estatistica entre a 12 e 22 coleta.
Fonte: Elaboragdo propria.
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Tabela A7 - Sumario da analise de Variancia para Medidas Repetidas Mista do gene EFG1 (a= 0,05)

Fonte de 2
Variagdo SQ 9l QM F p Iy I
Coletas 10787721396’03 2 53938%698'01 1462 0249 0095 0,286
Coletas X cooremiapoze 2 32973307301 a0, 0420 0060 0,188
Tratamento 6
Residug 109295049206 o 268914104,30

Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela A8 - Sumario da andlise de Variancia para Medidas Repetidas Mista do gene HWP1 (a= 0,05)

Fonte de )
Variagio SQ gl QM F p I, I
Coletas 80502237.002 1004 80213942423 1247 0283 0082 0181
ColetasX  po;11380507 1004 59500530726 0025 0353 0062 0.146
Tratamento

Residuo 903731605,782 14,050 64321082,317

Teste realizado utilizando o indice de Epsilon de Greenhouse-Geisser (gcs = 0,502).
Fonte: Elaboragdo propria.

Tabela A9 - Sumario da analise de Variancia para Medidas Repetidas Mista do gene LIP3 (o= 0,05)

Fonte de 2
Variagéo SQ gl M F d U .
Coletas 166200,848 2 83100424 4454 0021 0241 0,717
Coletas x 32047,394 2 16023697 0859 0434 0058 0,183
Tratamento
Residuo 522364,255 28 18655,866

Fonte: Elaboracdo propria.
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Tabela A10 - Pos teste de Bonferroni para comparagdo entre grupos para o gene LIP3

p
Coletas Média Erro Padrdo
12 22 5a
12 363,517 58,173 0,039* 0,361
22 219,075 27,923 0,039* 0,581
5a 277,841 45,497 0,361 0,581

*Nota-se diferenca estatistica entre a 12 e 22 coleta.
Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela A1l - Sumério da andlise de Variancia para Medidas Repetidas Mista do gene PLB1 (a= 0,05)

Fonte de )
Variagdo SQ gl QM F p I I
Coletas 24363,959 2 12181980 3280 0053 0190 0,575
Coletas x 8601,245 2 4300622 1158 0329 0076 0233
Tratamento

Residuo 104001,952 28 3714,355

Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela A12 - Pés teste de Bonferroni para comparagdo entre grupos para o gene PLB1

Tratamentos Média Erro Padréo p
aPDT 114,042 11,623 <0,01*
NIS 42,404 10,251 <0,01*

*Nota-se diferenca estatistica entre os tratamentos
Fonte: Elaboracgdo propria.
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Tabela A13 - Sumario da analise de Variancia para Medidas Repetidas Mista do gene SAP1 (a= 0,05)

Fonte de )
Variagdo Q gl QM F p Iy I
Coletas 2790548401 1236 2257033742 3,080 0090 0,180 0418
Coletas x 638818.818 1236 516685404 0,705 0442 0,048 0132
Tratamento

Residuo 12685538,307 17,309 732874,072

Teste realizado utilizando o indice de Epsilon de Greenhouse-Geisser (eGG = 0,618).

Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela A14 - Sumaério da andlise de Variancia para Medidas Repetidas Mista do gene SOD1 (a= 0,05)

Fonte de

2
Variacio SQ gl QM F P Ty 1
Coletas 305592246791, 2 152796123395 4,434 0,021 0,241 0,715
270 ,635
Coletas x 39732599791,2 19866299895
' 2 ' 0576 0568 0,040 0,136
Tratamento 70 635
Residuo 964955;24292, o8 34462760867,
574
Fonte: Elaboragdo propria.
Tabela A15. Pos teste de Bonferroni para comparagao entre grupos para o gene SOD1
p
Coletas Média Erro Padrdo
12 28 52
1@ 359884,762 78051,311 0,152 0,080
28 190334,127 25177,914 0,152 1,000
52 188256,349 26140,215 0,080 1,000

Embora a Analise de variancia tenha apontado diferenca estatistica entre as coletas, o pds teste de
Bonferroni ndo conseguiu identificar devido a sua robustez.

Fonte: Elaboracdo propria.
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