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Freire F. Efeitos da terapia fotodindmica na expressdo dos genes SAPS5,
LIP9 e PLB2 em Candida albicans [dissertagao]. Sdo José dos Campos
(SP): Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista;
2013.

RESUMO

Com o crescente aumento de cepas de Candida spp. resistentes a
antifungicos, torna-se importante e necessario a realizagdo de pesquisas
que avaliem os efeitos de novos métodos terapéuticos, como a Terapia
Fotodinamica (TFD), sobre fatores de viruléncia desse género. A producao
das enzimas hidroliticas aspartil-proteinase (SAP), lipase (LIP) e fosfolipase
(PL) é considerado um importante fator de viruléncia de C. albicans. Assim,
o objetivo deste estudo foi verificar os efeitos da terapia fotodinamica sobre
biofiimes de Candida albicans, avaliando seus efeitos sobre a expressao
dos genes SAPS5, LIP9 e PLB2 pelas leveduras. Foram utilizadas cepas
clinicas de Candida albicans (n=9) que foram isoladas de pacientes
portadores do virus HIV e a cepa padrao ATCC 18804. A quantificacao da
expressado dos genes foi relacionada a produc¢do de enzimas hidroliticas
(SAP5, LIP9 e PLB2) nas amostras clinicas e na cepa de referéncia
utilizando-se o ensaio de PCR em tempo real. Para a terapia fotodinamica
foi utilizado laser de galio-aluminio-arseneto de baixa poténcia (vermelho
visivel, 660 nm) como fonte de luz e o corante azul de metileno a 300 uM,
como fotossensibilizador. Foram avaliados quatro grupos experimentais,
para cada cepa: a) F+L+: sensibilizagdo com azul de metileno e irradiagao
com laser; b) F+L-: somente tratamento com azul de metileno; c) F-L+:
somente irradiagdo com laser e d) F-L-: grupo controle, sem sensibilizagao
com azul de metileno e auséncia de luz. Os resultados obtidos foram
analisados pelo Software do equipamento de real-time. A TFD diminuiu a
expressao dos genes em 60% das amostras para o gene SAP5 e em 50%
das amostras diminuiu a expressao de LIP9 e PLB2. Pode-se concluir que
a TFD teve um efeito sobre os genes SAPS5, LIP9 e PLB2 de C. albicans,
considerados fatores de viruléncia.

Palavras — chave: Biofime. Candida albicans. Genes das enzimas
hidroliticas. Terapia Fotodinamica. PCR em Tempo Real.



Freire F. Effects of photodynamic therapy in gene expression SAP5, LIP9
and PLB2 in Candida albicans [dissertation] Sdo José dos Campos (SP):
Institute of Science and Technology, UNESP - Univ Estadual Paulista;
2013.

ABSTRACT

With the increasing number of strains of Candida ssp. resistant to antifungal
agents, becomes important and necessary the accomplishment of
researches that evaluate the effects of new therapeutic methods, like
Photodynamic therapy (PDT) in virulence factors of that gender, as the
production of the hydrolytic enzymes aspartyl-proteinase (SAP), lipase (LIP)
and phospholipase (PL). Thus, the objective of this study was to verify the
effects of the photodynamic therapy on biofilms of Candida albicans,
evaluating their effects on the expression of the genes SAP5, LIP9 and
PLB2 for the yeast. Clinical strains of Candida albicans (n=9) isolated from
patients bearers of the virus HIV and a pattern strain ATCC 18804 were
used. The quantification of gene expression was related to the production
of hydrolytic enzymes (SAPS5, LIP9 and PLB2) in clinical samples and the
reference strain using the PCR assay in real time. For photodynamic
therapy were used laser-aluminum-gallium arsenide low power (red visible,
660 nm) as light source and the methylene blue to 300 uM, as a
photosensitizer. We were assessed four experimental groups for each
strain: a) F+L+: sensitization with methylene blue and laser irradiation; b)
F+L-: only treatment with methylene blue; c) F-L+: only laser irradiation and
d) F-L-: control group, without sensitization with methylene blue and light
absence. The results were analyzed by the software of the real-time
equipment. The PDT decreased gene expression in 60% of samples for
gene SAP5 and 50% of the samples decreased expression of LIP9 and
PLB2. It can be concluded that PDT had an effect on the genes SAP5, LIP9
and PLB2 of C. albicans.

Keywords: Biofilm. Candida albicans. Genes of hydrolytic enzymes.
Photodynamic Therapy. Real Time PCR.




1 INTRODUGAO

O género Candida apresenta leveduras comensais da cavidade
bucal sendo a espécie C. albicans considerada a mais virulenta. Alteragoes
no ambiente do hospedeiro podem resultar em transicéo da fase comensal
para a patogénica, provocando infec¢cées superficiais e ou sistémicas
(Samaranayake et al., 2009; Wilson et al., 2009).

Nos ultimos 30 anos ocorreu grande aumento na incidéncia das
infeccbes fungicas em seres humanos (Lass-Florl, 2009). Tais infec¢des
podem ser tanto superficiais, afetando pele, cabelo, unhas e mucosas, ou
sistémicas, envolvendo os principais 6rgédos do organismo (Ruping et al.,
2008).

O género Candida pode ser encontrado em aproximadamente 25 a
50% dos individuos saudaveis como um micro-organismo comensal, nao
causando danos aparentes nem induzindo inflamacdo nos tecidos
adjacentes. Contudo, sob certas condigdes predisponentes, pode
multiplicar-se, tornando-se patogénico, e penetrar nos tecidos do
hospedeiro causando inflamagéao e destruigao tecidual (Hube, 2004; Koziol-
Montewka et al., 2006).

As infecgbes fungicas na cavidade bucal s&o causadas
principalmente pela espécie Candida albicans (Cate et al., 2009; Souza et
al., 2010), que constitui cerca de 70% dos fungos isolados da boca (Souza
et al., 2010; Jorge, 2012).

Em pacientes portadores de proteses totais, € comum o surgimento
de uma condicdo conhecida como denture sore mouth dentre outras
denominagdes e, entre os dentistas, conhecida como estomatite protética
(EP), frequentemente associada a presenga de candidose eritematosa
(Shadomy et al., 1985).
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A candidose bucal € a manifestagdo fungica mais comum ocorrida
em pacientes com AIDS (Coogan et al., 2006). O tratamento da candidose
bucal em pacientes HIV positivo € dificultado em virtude de episddios
recorrentes e exposigao intermitente e continua a terapia antifungica que
favorece a selecao de cepas resistentes.

Outro dado importante revela que o0s micro-organismos sao
encontrados na natureza na forma de biofiime, ou seja, os micro-
organismos ficam arranjados em comunidades inseridas em matriz de
substancias  polissacaridicas  extracelulares  (PEC)  mostrando
caracteristicas fenotipicas que se diferenciam das planctonicas
(Seneviratne et al., 2008). Estas caracteristicas sdo responsaveis pela
resisténcia a antifungicos, relacionadas com limitagdes difusionais a
passagem do agente através da PEC ou alteragdes fenotipicas e
genotipicas. Sabe-se que a viruléncia de C. albicans esta ligada a seus
fatores intrinsecos, que contribuem para o desenvolvimento de candidoses.
Os principais sdo a formagao de hifas, o dimorfismo, as alteragdes
fenotipicas, a aderéncia, o sinergismo com as bactérias, seus mecanismos
de interferéncia com o sistema de defesa do hospedeiro e a producao de
enzimas hidroliticas (Hube, 2004, Wilson et al., 2009).

Dentre as enzimas hidroliticas produzidas por C. albicans, a
proteinase aspartil secretada (SAP) € um dos principais fatores de
viruléncia envolvido na patogenia da candidose orofaringea. Esta enzima
tem a capacidade de degradar proteinas humanas como os anticorpos
presentes na saliva, mucina e colageno e ativar a produgao de outros
fatores de viruléncia por Candida (Naglik et al., 2008); além de atuar
diretamente sobre o sistema imune inato, degradando componentes do
sistema complemento como C3b, C4b e C5 (Gropp et al., 2009). Além da
SAP, C. albicans também produz outras enzimas hidroliticas, como a lipase
(LIP) e a fosfolipase (PL), que contribuem para a colonizagao e infecgao
através da degradacdo de componentes da membrana das células

hospedeiras (Barros et al., 2008).
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Com o aumento das infecgdes oportunistas causadas pelo género
Candida em pacientes imunodeprimidos e consequente surgimento de
cepas emergentes resistentes aos antifungicos convencionais, sao
requeridas novas opgdes de tratamento para candidose bucal com
finalidade de melhorar o arsenal terapéutico. Desta forma, a Terapia
Fotodinamica (TFD) tem sido relatada como uma nova opgéo para redugao
de leveduras do género Candida na cavidade bucal (Souza et al., 2006;
Souza et al., 2010).

A busca por mecanismos de acao diferentes contra leveduras do
género Candida, que possibilitem sua utilizacdo em tratamento das
diversas formas de candidose, assim como da estomatite protética,
direciona para a TFD mediada por novos corantes e fontes de luz
acessiveis e de baixo custo, que além de ser de facil acesso para aplicacao
na cavidade bucal, contribui para a diminuicdo do tempo de tratamento e
nao compromete a microbiota local (Wainwright, 1998).

Este estudo, teve como proposta investigar os efeitos da TFD
utilizando azul de metileno e laser de baixa poténcia em biofilmes de C.

albicans, verificando-se a expressao dos genes SAP5, LIP9 e PLB2.



2 REVISAO DE LITERATURA

O interesse em pesquisas com biofilmes microbianos em doencgas
humanas provém da observacédo de que os micro-organismos dentro dos
biofiimes exibem caracteristicas fenotipicas unicas que aumentam a
resisténcia a mecanismos imunologicos e a terapia antimicrobiana (Kuhn,
Ghannoum, 2004; Martinez, Casadevall, 2006a; Martinez, Casadevall,
2006b; Mowat et al., 2007). Muito do nosso conhecimento sobre a formagao
de biofiime de fungos, foi adquirida por meio de estudos de biofilmes
formados por espécies de Candida em superficies naturais ou artificiais
(Kumaroto, 2002; Lopez-Ribot, 2005; Ramage et al., 2005).

Procedimentos médicos invasivos, utilizagao de antibiéticos de largo
espectro e corticosteroides e a epidemia da AIDS estdo associados com
uma incidéncia significativamente maior de doencgas fungicas invasivas,
que sao inerentemente dificeis de tratar (Kojik, Darouiche, 2004). Além
disso, a parede espessa da célula fungica e a formacéao de hifas aderentes
podem aumentar a resisténcia aos antifungicos e, portanto, contribuir para
a resisténcia de biofilmes fungicos (Martinez, Fries, 2010).

E reportado que 84-100% dos individuos HIV positivo desenvolverdo
pelo menos um episodio de colonizagdo por Candida spp. e acima de 90%
desenvolverao candidose pseudomembranosa sintomatica. A candidose
constitui um indicador da progressao da infecgéo por HIV, revelando falha
imunoldogica dos pacientes, pois a imunidade celular especifica
desempenha importante papel na prevencdo da candidose bucal
(Samaranayake YH, Samaranayake LP, 2001; Gaitan-Cepeda et al., 2005;
Samaranayake et al., 2009).

Junqueira et al. (2012), coletaram amostras da cavidade bucal de 60

pacientes HIV positivos e através da identificacdo das espécies pelo
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sistema API20C, as espécies mais comumente isoladas foram C. albicans
(561,56%), seguida por Candida ndo-albicans (43,73%). Além disso,
comprovaram que muitos desses isolados eram resistentes ao fluconazol e
anfotericina B, antifungicos importantes no tratamento de candidoses.

A anfotericina B tem sido utilizada como alternativa para tratamento
de candidose bucal devido a emergente resisténcia aos azbis
(Samaranayake et al., 2009). A resisténcia a este antifungico apesar de ser
rara ja foi relatada, além disso, este antimicrobiano apresenta efeitos
colaterais consideraveis (Winteger et al., 2007; Samaranayake et al., 2009).

Estudos demonstraram que C. albicans e cepas nao-albicans estao
desenvolvendo resisténcia aos antifungicos indicados para tratamento de
candidose bucal, como fluconazol e anfotericina B (Winteger et al., 2007).
O fluconazol é o antifungico de escolha para tratamento de candidose bucal
em individuos com HIV, entretanto Sant’Ana et al. (2002) observaram perfis
de 50% e 6,15% de dose-dependéncia e resisténcia aos azois (fluconazol,
itraconazol e cetoconazol) para cepas n&o-albicans e C. albicans,
respectivamente, de 142 isolados da cavidade bucal de pacientes com
AIDS.

Foram relatados perfis de resisténcia de biofiime de Candida de 30
a 2000 vezes maiores do que células plancténicas para os antifungicos
anfotericina B, fluconazol, itraconazol e cetoconazol, constituindo um
importante fator de viruléncia (Hawser, Douglas, 1995; Dunne, 2003).

Como infecgao oportunista mais comum, a incidéncia de candidose
oral aumentou rapidamente durante varias décadas, devido ao crescente
numero de hospedeiros comprometidos, tais como pacientes com
transplantes de 6érgéos, infeccdo pelo HIV, aqueles submetidos a
quimioterapia ou a utilizagao incorreta de antibiéticos (Chandra et al., 2001;
El-Azizi et al., 2004). Além disso, espécies de Candida sdo consideradas
as principais causadoras da estomatite protética (Casaroto, Lara, 2010;
Zomorodian et al., 2011; Yan et al., 2012).
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Candida albicans, que é um comensal de superficies mucosas
humanas e patdgeno oportunista em individuos imunossuprimidos, é
geralmente associado com a formagao de biofilme (Santos et al., 2008).
Candida albicans continua a ser a espécie mais comum causadora de
candidemia, mas a propor¢dao causada por espécies de Candida nao-
albicans esta aumentando (Uludamar et al., 2010). Os principais fatores de
risco para candidemia incluem presenca de cateteres, alimentagao
parenteral e antibiéticos de largo espectro (Ramage et al., 2006). Este
fungo pode colonizar dispositivos protéticos endo ou exogenamente. As
células de levedura podem separar-se de biofiimes aderidos nos
dispositivos e causar fungemia e infeccdo sistémica. O tratamento
geralmente requer a remogao do dispositivo e um curso prolongado de
terapia antimicrobiana (Crump, Collignon, 2000).

Com a incidéncia cada vez maior de infecgdes fungicas, o numero
de antifungicos efetivos continua limitado (Cowen et al., 2002). Além disso,
a resisténcia aos antifungicos esta aumentando (Jain et al., 2010). Como
resultado, ha uma necessidade premente para o desenvolvimento de novas
modalidades de tratamentos antifungicos (Dai et al., 2011).

Recentemente, a terapia fotodindmica (TFD) emergiu como uma
alternativa para o tratamento convencional de infec¢des causadas por C.
albicans (Munin et al., 2007; Peloi et al., 2008). Na TFD, os corantes
fotossensibilizantes podem processar o tipo | e tipo Il de fototoxicidade na
presenca de comprimentos de onda especificos de luz (MacDonald,
Dougherty, 2001). Irradiagcao de fotossensibilizadores com comprimentos
de onda de luz adequados, na presenga de oxigénio molecular produz
espécies reativas de oxigénio altamente citotoxicas, tais como os radicais
livres hidroxila (tipo | de fototoxicidade) e oxigénio singleto (tipo Il de
fototoxicidade) (Castano et al., 2004). Corantes fenotiazinicos tais como
azul de metileno (AM), azul de toluidina O (ATO), e fitalocianina foram
mostrados como fototdxicos contra biofilme de Pseudomonas aeruginosa e

Porphyromonas gingivalis (Bhatti et al., 1998; Wood et al., 1999; Soukos et
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al., 2000). Recentemente, tem sido relatado que AM também tem efeitos
fungicidas contra C. albicans (Munin et al., 2007; Peloi et al., 2008; Pereira
et al., 2011).

O fotossensibilizador azul de metileno € um corante triciclico (Malik
et al, 2010) que atua como indicador redox que € azul em um ambiente
oxidante e torna-se incolor apds reducao. Este combinado com luz foi
relatado como sendo benéfico na supressdao do virus influenza,
Helicobacter pylori, e C. albicans (Lambrecht et al., 1991; Millson et al.,
1996).

A terapia fotodinamica € baseada no conceito de que um corante
nao toxico, conhecido como fotossensibilizador, pode ser localizado
preferencialmente = em  determinados tecidos ou células e
subsequentemente ativado pela luz visivel inofensiva para produzir
espécies reativas de oxigénio que podem matar as células que se ligaram
ao fotossensibilizador. Numerosos estudos publicados demonstraram que
a TFD é altamente eficaz na inativagdo in vitro de fungos (Lambrechts et
al.,, 2005; Lam et al., 2011; Smijs, Pavel, 2011; Freire et al., 2013).
Adicionalmente, considera-se que o desenvolvimento da resisténcia a TFD
por micro-organismos € um evento improvavel, pois esta é considerada
como um processo tipicamente multi-alvo, que é uma diferenca entre TFD
e a maioria dos antifungicos (Lyon et al., 2011).

Uma droga multi-alvo (multitarget drug) € um medicamento que
interage com uma afinidade mais baixa do que um farmaco com um unico
alvo, pois & pouco provavel que uma molécula que se ligara a diferentes
alvos tenha uma afinidade igualmente elevada. No entanto, a baixa
afinidade de ligagdo de medicamentos ndo €, aparentemente, uma
desvantagem. Por exemplo, a memantina, medicamento usado para tratar
a doenca de Alzheimer, e outras drogas multi-alvo do receptor de NMDA
nao competitivo antagonista, mostram que a baixa afinidade reduz a gama
de efeitos colaterais quando comparada aos medicamentos de alta
afinidade (Rogawski, 2000; Lipton, 2004 ).
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A TFD requer uma fonte de luz para ativar o fotossensibilizador por
exposicdo a luz de baixa poténcia visivel no comprimento de onda
especifico. A dose de luz total, taxas de dosagem e a profundidade da
destruicao variam de acordo com cada tecido tratado e fotossensibilizador
utilizado (Conceder et al., 1997; Biel, 2002). Atualmente, a fonte de luz
aplicada na terapia fotodindmica s&o aquelas de hélio (633 nm), galio -
aluminio - arsénio (630-690, 830 ou 906 nm), e de argon (488-514 nm)
(Juzeniene et al., 2004).

Pereira et al. (2011), avaliaram o efeito da TFD in vitro usando azul
de metileno (0,1 mg/mL — 300 uyM) como fotossensibilizador e laser de baixa
poténcia (InGaAIP — 660 nm — 98 s) como fonte de luz, em biofilmes
individuais e mistos de Candida albicans, Staphylococcus aureus e
Streptococcus mutans. Apos a aplicagdo da TFD e desprendimento do
biofilme, foi realizada a contagem de UFC. Reducdes (log1o) de biofilme das
espécies individuais foram melhores (2.32-3.29) do que as de biofilme com
espécies associadas (1.00-2.44). Seus resultados comprovam que a TFD
mediada por azul de metileno pode ser um novo recurso para o controle de
biofilmes orais.

Testes in vivo também foram realizados utilizando-se corantes azuis
e luz vermelha em infecgbes por C. albicans. Dai et al. (2011), realizaram
TFD usando os corantes azul de toluidina (ATO), azul de metileno (AM) e
novo azul de metileno (NAM) e luz vermelha visivel (400nm a 800nm) em
infecgdes por C.albicans causadas através de abrasdes na pele de ratos.
A TFD foi iniciada desde 30 min até 24 h apds a inoculagao de C. albicans
nos ratos. A TFD iniciada a 30 min ou a 24 h pdés infecgdo reduziu
significativamente C. albicans em peso na abrasdo de pele de ratos
infectada.

O Real-time, transcricao reversa com base em fluorescéncia em
reagcado de cadeia da polimerase (PCR), € uma das tecnologias da era
genbmica e tem se tornado o método de escolha para a detecgdo de mRNA

(Bustin, 2000). Isto tem resultado na sua extensa aplicagao nos estudos
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gendmicos funcionais, na medicina molecular, em ciéncia forense,
virologia, microbiologia e biotecnologia.

Estudos tem mostrado a expressao de enzimas hidroliticas em
biofiime, como Nailis et al. (2010), que avaliaram a expressdo destas
enzimas na formacgao de biofiime de Candida albicans em silicone em
placas de microtitulacdo, em reatores CDC, em cateter subcutaneo de
poliuretano de ratos, e em superficies mucosas no modelo RHE (epitélio
humano reconstituido). Foi relatado que os niveis de expressao de SAP1
eram mais pronunciadas nos modelos in vitro, enquanto que SAP2, SAP4
e SAP6 foram mais elevados nos modelo in vivo. Além disso, SAP5 foi
expressa positivamente em modelos in vivo e RHE. Para SAP9, SAP10 os
niveis de expressao foram semelhantes em todos os modelos. PLBs nao
foram significativamente expressas em biofilmes, enquanto LIP1-3, LIP5-7
e-LIP9-10 foram altamente expressas nos modelos in vitro.

Em estudos de Naglik et al. (2008), foi utilizado RT- PCR para
identificar quais SAPs eram altamente expressas e potencialmente
capazes de contribuir com uma infecgao por C. albicans no epitélio humano
in vitro e in vivo. Foi observado que SAPS5 era o Unico gene expresso
positivamente de forma significativa em modelos RHE e também foi
altamente expresso em amostras de doentes.

Pesquisas também tem relacionado a expressédo génica de células
cancerigenas apos a aplicagéo da terapia fotodinamica. Segundo Dolmans
et al. (2003), a TFD é um tratamento citotdxico, predominantemente
utilizado em abordagens anticancer, que depende da retengao de
fotossensibilizadores no tumor e sua ativagao subsequente pela luz.

Bhuvaneswari et al. (2008), desenvolveram estudo para analisar a
resposta angiogénica através de curto (0,5 h) e longo (6 h) intervalos de
luz, utilizando hipericina como fotossensibilizador apds 24 h e 30 dias do
tratamento de um xenoenxerto de carcinoma de bexiga de humano em

ratos. O estudo concluiu que ambos intervalos de luz induzem o dano
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celular e que o longo intervalo de luz mais o corante hipericina induzem um
aumento na expressao de proteinas angiogénicas.

Estudos anteriores realizados em nosso laboratorio, demonstraram
que a terapia fotodinamica atuou, inibindo a produgdo das enzimas
hidroliticas por cepas clinicas de C. albicans, utilizando, porém metodologia
de Price, que envolve cultivo das cepas apds aplicacdao da terapia
fotodindmica. No presente estudo, avaliar a expressao dos genes logo apos
a terapia fotodindmica, sem necessidade de cultivo revelou dados mais
precisos da atuacao do tratamento nas células de C. albicans. A diminuigao
na producdo das enzimas hidroliticas deve diminuir a viruléncia das
leveduras, atuando em sua penetragao e invasibilidade nos tecidos. A
proteinase (SAP) possui a capacidade de degradar proteinas humanas
como anticorpos, mucina e colageno, ativar a produgao de outros fatores
de viruléncia pelas leveduras e atuar diretamente no sistema imune inato
do hospedeiro. As lipases (LIP) e fosfolipases (PL) atuam na colonizagao
das leveduras nos tecidos atuando em componentes das membranas
celulares.

Nao foram encontrados estudos na literatura que associem a
expressao dos genes SAP5, LIP9 e PLB2 de C. albicans apds realizagao
da terapia fotodindmica, a qual apresenta aplicagdo como uma opg¢ao
terapéutica para o tratamento de doencas infecciosas, incluindo a
candidose bucal. A TFD pode ser uma opg¢ao ou um tratamento
coadjuvante a quimioterapia antimicrobiana, melhorando o tratamento de

infecgbes orais, aumentando a eficacia e reduzindo seu custo.



3 PROPOSIGAO

O objetivo do presente estudo foi verificar os efeitos da terapia
fotodindmica sobre biofilmes de Candida albicans, avaliando seus efeitos

sobre a expressao dos genes SAPS5, LIP9 e PLB2 pelas leveduras.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Comité de Etica

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Seres Humanos
do Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista
através da Plataforma Brasil (04569812.5.0000.0077). (Anexo)

4.2 Amostras

Foram utilizadas 9 amostras clinicas de C. albicans isoladas da
cavidade bucal de pacientes portadores de HIV do Instituto de Infectologia
Emilio Ribas e uma cepa padrdao ATCC 18804. A amostra 1 é a cepa ATCC
18804, as amostras clinicas denominadas de 2 a 8 sao procedentes de
lesdo de candidose bucal, as amostras denominadas 9 e 10 s&o
procedentes de saliva e cada amostra clinica pertence a um individuo
diferente. No quadro 1 estado as informagdes acima junto com o cédigo de
cada amostra. O projeto de pesquisa para coleta dos isolados clinicos foi
aprovado pelo Comité de Etica do Instituto de Infectologia Emilio Ribas e
pelo Comité de Etica do Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ
Estadual Paulista e estes estdo armazenados no Laboratério de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP -

Univ Estadual Paulista.
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Quadro 1 — Cédigo das amostras utilizadas neste estudo

Amostra Procedéncia Cédigo da amostra

Amostra 1 ATCC 18804 ATCC
Amostra 2 Paciente 1 — lesdo de candidose bucal 1
Amostra 3 Paciente 2 — lesdo de candidose bucal 14
Amostra 4 Paciente 3 — lesdo de candidose bucal 21
Amostra 5 Paciente 4 — lesdo de candidose bucal 31
Amostra 6 Paciente 5 — lesdo de candidose bucal 40
Amostra 7 Paciente 6 — lesdo de candidose bucal 60
Amostra 8 Paciente 7 — lesdo de candidose bucal 70
Amostra 9 Paciente 8 — saliva 76S
Amostra 10 Paciente 9 — saliva 228S

4.3 Formacao de biofilme in vitro

O biofilme foi formado em fundo de placas de 24 pocgos de fundo
plano (Costar Corning). A ativagao das cepas que estavam congeladas a
-75°C foi feita em placas de Petri contendo agar Sabouraud Dextrose
(Himedia Laboratories PVT. LTD, india) com Clofanfenicol (Alamar Tecno-
Cientifica Ltda) e mantidas em estufa a 37°C por 24 h. Apds, foi preparado
um inéculo de C. albicans em caldo Yeast Nitrogen Base (YNB — Himedia)
suplementado com 100 mM de glicose, diluido 10 vezes em agua destilada
estéril (10X) e incubado em estufa a 37 °C por 16 h. Depois desse periodo,
o in6culo foi lavado duas vezes com solugao de NaCl 0,9% estéril e foram
feitas suspensbes padronizadas em espectrofotbmetro (B582, Micronal,
S&o Paulo, Brasil) contendo 107 células/mL em caldo YNB (10X). Foi
colocado 1 mL da suspensao de leveduras nos pogos das placas, com
excecgao dos dois ultimos que foram deixados como controle negativo. A
placa foi incubada por 1 h e 30 min em estufa a 37 °C sob agitacdo de 75

rpm (Quimis, Diadema, SP, Brasil) para aderéncia inicial. Apés, as placas
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foram lavadas duas vezes com solucédo de NaCl 0,9% estéril e foi colocado
1 mL de caldo YNB diluido 2 vezes em agua destilada estéril. A seguir, a
placa foi mantida em agitacdo de 75 rpm a 37°C por 48 h. O caldo foi
trocado apos 24 h.
Foram avaliados quatro grupos experimentais para cada cepa:
a) F+L+: sensibilizagcdo com azul de metileno e
irradiagao com laser;
b) F+L-: somente tratamento com azul de
metileno;
c) F-L+: somente irradiacdo com laser;
d) F-L-: grupo controle, sem sensibilizagdo com

azul de metileno e auséncia de luz.

Foi feito uma placa para cada grupo experimental, sendo 22 pogos
com formacéo de biofilme e 2 pogos como controle negativo tendo somente
caldo YNB diluido 2 vezes em agua destilada estéril.

Posteriormente, os grupos F+L+ e F+L- receberam 1 mL da solugéo
de azul de metileno e os grupos F-L+ e F-L- receberam 1 mL de solugéo de
NaCl 0,9% estéril. As placas foram, entao agitadas por 5 min (tempo de pré
irradiacdo) em agitador orbital (Solab, Piracicaba, Brasil). A seguir, os
grupos F+L+ e F-L+ foram irradiados de acordo com o protocolo descrito
no item 4.4.

Apés a irradiagao dos biofilmes, foi retirada a solugéo de NaCl 0,9%
estéril ou o corante e foi colocado 1 mL de Trizol (para cada 11 pogos) no
primeiro pogo, o qual foi transferido para os seguintes até a remogao total
de biofilme. A ponta da ponteira ajudou no desprendimento do biofilme ao
passa-la com resisténcia no fundo dos pogos. O Trizol contendo as células
do biofilme formado foi transferido para microtubos de 2 mL, ja
identificados, e armazenados em freezer a -75°C para posterior extracao
do RNA.
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4.4 Fotossensibilizador e laser

Para a sensibilizacdo da levedura foi utilizado o corante azul de
metileno, a uma concentracdo de 300 uM. A solucdo do corante foi
preparada todas as vezes antes de usar, por dissolu¢do do pé (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Alemanha) em agua destilada estéril e filtrada através
de uma membrana filtro de 0,22 uym (Millipore, Sdo Paulo, Brasil). Apos a
filtragdo, a solugédo do corante foi armazenada no escuro.

Como fonte de luz foi utilizado laser arseneto de galio-aluminio
(Laser Facil, Clean Line, Taubaté, Brasil), emitindo luz a 660 nm (vermelho
visivel), comprimento de onda correspondente a absor¢do maxima do
corante azul de metileno. Os parametros utilizados foram como se segue:
poténcia de 35 mW, energia de 10 J, tempo de 285 s, taxa de fluéncia de
92 mW / cm?, e fluéncia de 5,23 J / cm?Z.

A irradiacao dos biofilmes foi realizada em condi¢des assépticas, em
camara de fluxo laminar e com luz apagada, onde foi utilizado um anteparo
negro fosco com orificio de didmetro coincidente ao da entrada do pogo

evitando-se assim o espalhamento de luz.

4.5 Avaliagcao da Expressao dos genes SAPS5, LIP9 e PLB2

Os isolados clinicos e a cepa ATCC 18804 foram submetidos a
avaliagao da expressao dos genes SAP5, LIP9 e PLB2 em relagao ao gene
enddgeno (housekeeping gene) de escolha, ACT1, EFG1 ou RPP2B. Essa
avaliacao foi realizada com e sem a realizacdo da TFD. Os iniciadores para
0s genes SAP5, LIP9, PLB2, ACT1 e RPP2B foram descritos por Nailis et
al. (2010) e para EFG1 por Hnisz et al. (2012) de acordo com o quadro 2.
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As sequéncias dos iniciadores foram confirmadas no site do Ncbi/ Gene

Bank, e sédo especificas para a espécie C.albicans.

Quadro 2 - Iniciadores utilizados de acordo com os respectivos autores

Gene Sequéncia dos Primers (5°- 3) Referéncia

ACT1 FW - TTTCATCTTCTGTATCAGAGGAACTTATTT Nailis et al.,
RV — ATGGGATGAATCATCAAACCAGAG 2010

RPP2B FW - TGCTTACTTATTGTTAGTTCAAGGTGGTA Nailis et al.,
RV - CAACACCAACGGATTCCAATAAA 2010

EFG1 FW - CATCACAACCAGGTTCTACAACCAAT Hnisz et al.,
RV - CTACTATTAGCAGCACCACCC 2012

SAP5 FW — CCAGCATCTTCCCGCACTT Nailis et al.,
RV — GCGTAAGAACCGTCACCATATTTAA 2010

PLB2 FW — TGAACCTTTGGGCGACAACT Nailis et al.,
RV — GCCGCGCTCGTTGTTAA 2010

LIP9 FW — CGCAAGTTTGAAGTCAGGAAAA Nailis et al.,
RV — CCCACATTACAACTTTGGCATCT 2010

4.5.1 Extragdo e dosagem de RNA

A extracdo de RNA foi realizada utilizando-se o Kit Trizol (Ambion,
Inc, AM1926), conforme protocolo recomendado pelo fabricante. Este
reagente é composto por uma solugdo monofasica contendo fenol,
isotiocianato de guanidina e outros componentes que permitem o
isolamento de um a vasta variedade de RNA.

Os tubos armazenados no freezer a -75°C contendo Trizol e as
leveduras coletadas no fundo da placa de 24 pocos foram incubados a
temperatura ambiente (T.A.) por 10 min. Apos este procedimento, 200 pL
de cloroférmio (Sigma- Aldrich) foram adicionados e novamente incubados
a T.A. por mais 3 min. Transcorrido o tempo, os tubos contendo a solucao

foram centrifugados a 4°C em rotagédo de 12.000 x g por 15 min em
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microcentrifuga refrigerada (MPW Med. Instruments — MPW — 350R). Nesta
etapa ocorreu a separagao entre a fase aquosa translucida e a fase
organica vermelha. Entao, a fase aquosa foi, cuidadosamente, transferida
para outro microtubo de 1,5 mL, onde foi adicionado 500 uL de isopropanol
puro (Sigma-Aldrich) para a precipitagdo do RNA e o microtubo foi incubado
por 10 min a T.A. Posteriormente, os tubos foram submetidos a
centrifugacéo de 12.000 x g por 10 min, a 4 °C, para a visualizagado do
sedimento (pellet) de RNA. O sedimento obtido foi lavado com etanol
(Sigma-Aldrich) 75% (diluido em agua DEPC) para remogédo completa de
isopropanol. Novamente, o tubo foi centrifugado a 7.500 x g por 5 min, a
4°C. Para a eluicao, foi utilizado 25 yL da solugcdo RNA Storage buffer
(Invitrogen) e a solugdo de RNA foi quantificada em ng/uL pelo aparelho
Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) de acordo com o protocolo do

fabricante. Apos a leitura os tubos foram armazenados em freezer a -75°C.

4.5.2 PCR em Tempo Real

4.5.2.1 Tratamento do RNA com DNase

O RNA total extraido foi tratado com DNase | (Kit - Turbo DNase
Treatment and Removal Reagents - AM 1907- Invitrogen), para remover o
DNA contaminante. Para o tratamento do RNA extraido foi utilizado 1 pL de
Turbo DNase, acrescido de 2,5 uL de tampé&o Turbo DNase (10X), e agua
DEPC para um volume final da solucao de 25 pL. Esta mistura foi incubada
em um termociclador (Mastercycler-Eppendorf) a 37°C por 20 min para
completa digestdo enzimatica. Transcorrido este tempo, foram adicionados
2,5 uL de DNase Inactivation Reagent (10X) para a inativagdo completa da

reacao, sendo que, a solugcao de inativacao foi removida por centrifugacao
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a 10.000 x g por 1,5 min, a temperatura ambiente (T. A.). O sobrenadante

obtido foi transferido para um novo microtubo de 200 pL.

4.5.2.2 Reacéo de Transcrigdo Reversa (RT — PCR)

Apos o tratamento com DNase, o RNA foi transcrito para cDNA
utilizando-se o Kit SuperScript® Il First-Strand Synthesis SuperMix for qRT-
PCR (Invitrogen) de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante.

Para a transcricao reversa foi adicionado em um microtubo de 200
ML os seguintes reagentes: Enzima mix (RNase Out e Superscript Il RT),
Reaction mix (oligo (dT)20 (2,5 uM), random hexamers (2,5 ng/uL), 10 mM
MgCl2 e dNTPs), solucdo de RNA e agua DEPC para um volume final de
20 uL. Posteriormente, os microtubos foram colocados no termociclador
(Mastercycler-Eppendorf) com as temperaturas de 25°C por 10 min, 50°C
por 30 min e 85°C por 5 min. Para o procedimento final, foi adicionado 1 yL
de RNase H em cada tubo e estes foram incubados a 37°C por 20 min para
completa remocado do RNA remanescente nao transcrito. O novo cDNA

obtido foi armazenado a -20 °C.

4.5.2.3 Reacao em cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real

Os produtos da RT- PCR foram amplificados para a quantificacdo
relativa da expressdo dos genes SAPS5, LIP9 e PLB2. As reacbes de
quantificacao foram realizadas de acordo com as condi¢cdes e parametros
previamente descritos para cada um dos genes alvo. A expressao genética
€ apresentada como o ratio da concentracdo dos genes alvo, descritos

acima, em relagdo a concentracédo do gene enddgeno (ACT1, EFG1 ou
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RPP2B) e representam a expressdao meédia obtida de reagdes distintas de
PCR em Tempo Real.

Neste trabalho foram testados trés genes enddgenos, sendo que, o
gene endoégeno escolhido foi o que apresentou Ct (Threshold Cycle) similar
aos genes alvos analisados. O Ct € o ponto correspondente ao numero de
ciclos a partir do qual a amplificacdo atinge um dado limiar que permite a
analise quantitativa da expressédo do gene alvo avaliado. As médias dos
valores de Ct, medidas em ftriplicata, foram utilizadas para calcular a
expressdo dos genes alvo com normalizagdo a um controle interno. Os
resultados foram obtidos como valores relativos da expressdo génica com

base na férmula:

-AACT

em comparagao a um alvo-interno de referéncia, previamente selecionado,
e que resulta em valor 1.
A eficiéncia (E) da amplificac&o deve variar idealmente entre os 90%

e 100% (-3.6 > slope > -3.1) e foi determinada pela equagéo:

—1/slope

E=(10 -1) x 100

Para cada iniciador (primer) testado foi feita uma curva padréo
absoluta a fim de calcular a sua eficiéncia de amplificagao.

O método gPCR avaliou a quantidade do produto cDNA na fase
exponencial da reacdo de amplificagdo. Para o sistema de deteccgao, foi
uitlizado o fluoréforo SYBR® Green (Kit Platinum® SYBR® Green qPCR
SuperMix-UDG - Invitrogen) que consiste na seguinte reagdo: em um
microtubo de 200 pL, foi colocado 12,5 pyL de Super mix Platinum SYBR
Green, 1 uL de ROX (10X) (corante de referéncia), 10 uM de primer senso,
10 uM de primer anti-senso, solu¢ao de cDNA alvo e agua DEPC para o
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volume final de 25 yL. Os microtubos foram incubados em um termociclador
(LineGene K- Bioer Technology) com os seguintes ciclos: 50°C por 2 min,
seguido de desnaturacéo inicial a 95°C por 2 min, 40 ciclos de 95°C por 15
s e 1 ciclo de 60°C por 30 s. A detecgao da fluorescéncia, no fim da etapa
de cada ciclo da PCR, permitiu a monitoracdo da quantidade crescente de
cDNA amplificado, sendo os dados obtidos analisados no Software do

equipamento de real-time.



5 RESULTADOS

5.1 Eficiéncia de amplificacao da qPCR

Primeiramente, foi testada a eficiéncia de amplificacdo das amostras
1, 2 e 3 para analise dos seguintes dados: determinar o desempenho do
ensaio de PCR em tempo real, escolher o melhor gene endogeno (ACT1,
EFG1 ou RPP2B) que foi posteriormente utilizado como referéncia ativa
com os genes alvos (SAP5, LIP9 e PLB2), determinar qual a melhor
concentracdo de cDNA para utilizar na qPCR e verificar se os genes alvos
foram expressos pelas amostras testadas.

Foram utilizadas triplicatas de amostras em 3 dilui¢des seriadas de
base 10 (1:1, 1:10 e 1:100), sendo que os trés pontos de diluicdo foram
considerados na confec¢ao da curva de eficiéncia. Procurou-se observar
em todas as curvas Slope ~ -3,32, coeficiente de correlagdo ~ 1,000,
eficiéncia ~100% e Ct < 32. Esses dados estdo apresentados nas tabelas
1,2e 3.

Tabela 1 — Valores de Slope, correlagado, eficiéncia e Ct médio na
concentracéo 1:1 da amostra 1

ACT1 RPP2B EFG1 SAP5 LIP9 PLB2
Slope -3,31 -3,47 -3,52 -3,39 -3,32 -2,98
Correlagéo -0,998 -0,997 -1,000 -1,000 -0,999 -0,967
Eficiéncia 100,5 94,17 92,34 97,23 100,08 116,55
Ct médio na 27,01 20,58 24,46 27,14 27,65 28,73

concentragao
1:1
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Tabela 2 — Valores de Slope, correlagédo, eficiéncia e Ct médio na
concentracédo 1:1 da amostra 2

ACT1 RPP2B EFG1 SAPS LIP9 PLB2
Slope -3,47 -3,24 -3,55 -3,47 -3,47 -3,47
Correlagéo -0,995 -0,994 -0,999 -0,999 -0,996 -0,997
Eficiéncia 94,17 103,53 91,28 94,17 94,17 94,17
Ct médio na 21,43 16,31 18,01 24,16 26,84 24,21

concentracao
1:1

Tabela 3 — Valores de Slope, correlagao, eficiéncia e Ct médio na
concentracédo 1:1 da amostra 3

ACT1 RPP2B EFG1 SAP5 LIP9 PLB2
Slope -3,39 -3,34 -3,60 -3,29 -3,34 -3,28
Correlagéo -0,990 -0,995 -0,997 -0,997 -0,996 -0,996
Eficiéncia 97,23 99,25 90,00 101,34 99,25 101,78
Ct médio na 22,24 14,39 17,73 22,55 26,09 23,13

concentragao
1:1

Analisando as tabelas 1, 2 e 3 foi possivel verificar que o melhor
gene enddgeno para se utilizar foi ACT1 pois este apresentou eficiéncia e
Ct mais proximos aos dos genes alvos do que o genes RPP2B e EFGL.
Podemos verificar também que a melhor concentracao a ser utilizada foi
1:1, pois nesta o Ct ja se apresentou no seu limiar de aceitagao.

O gene PLB2 nao foi expresso na cepa ATCC 18804 (amostra1) pois
sua eficiéncia apresentou-se muito além do aceitavel (116,55) conforme
mostra a tabela 1. No intuito de se evitar uma analise com valores
inconsistentes, este gene nao participou da comparagao relativa da cepa
ATCC 18804.

Outro parametro para a escolha do gene enddgeno foi a auséncia
de variacdo de Ct nas amostras de estudo, uma vez que o controle

enddgeno deve ser expresso uniformemente em todas as amostras.
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Foi feita a amplificacdo dos genes enddgenos nos quatro grupos do
presente estudo (F-L-, F-L+, F+L- e F+L+) para as amostras 1 e 2. Os
valores de Ct dos trés genes enddgenos nos diferentes tratamentos estao

apresentados nas tabelas 4 e 5.

Tabela 4 — Valores de Ct dos genes enddgenos ACT1, RPP2B e EFG1 nos
quatro grupos da amostra 1

Amostra 1 F-L- F-L+ F+L- F+L+
ACT1 26,21 23,94 25,72 24,67
RPP2B 21,41 18,83 20,62 20,61
EFG1 25,38 22,39 24,40 24,07

Tabela 5 — Valores de Ct dos genes enddgenos ACT1, RPP2B e EFG1 nos
quatro grupos da amostra 2

Amostra 2 F-L- F-L+ F+L- F+L+
ACT1 21,81 24,52 21,74 21,85
RPP2B 18,17 21,54 19,90 16,50
EFG1 15,52 17,58 20,66 15,69

Para todos os controles enddgenos ocorreu variagdo muito grande
entre os grupos F-L- e F-L+. A menor variagao foi de 2,06 para EFG1 e de
3,37 para RPP2B, ambas da amostra 2. A variagao aceitavel seria de 0,3,
sendo assim, no intuito de se evitar uma analise com valores
inconsistentes, o grupo F-L+ n&o participou da comparagéo relativa em
todas as amostras clinicas e para a cepa ATCC 18804.

A cepa ATCC 18804 mostrou maior variagdo que o aceitavel em
todos as casos, porém ao avaliar as variagdes de Ct na amostra 2 podemos
verificar que a ACT1 continuou sendo o melhor gene enddégeno pois sua
variacao foi de 0,07 entre os grupos F-L- e F+L- e de 0,04 entre os grupos
F-L- e F+L+. Os genes RPP2B e EGF1 obtiveram uma variagdo maior que

a ACT1 e nao foram considerados na quantificagao relativa.
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5.2 Quantificacao relativa

O resultado da quantificagao relativa representou a variagéo no nivel
de expressdo dos genes de interesse (SAP5, LIP9 e PLB2) entre as
amostras sensibilizadas pela TFD e a amostra do controle ndo tratado
(calibrador, normalizado em 1).

Em cada reacgéao, o bloco de PCR em Tempo Real foi preenchido
com triplicata de amostras sensibilizadas contendo primers especificos
para cada um dos genes-alvo e com triplicatas de amostras sensibilizadas
contendo primers do controle endégeno, com o controle ndo tratado, o qual
serviu de “calibrador”. Os resultados foram obtidos pelo método de
comparagao da variagdo do Ct dos genes de interesse nas amostras
sensibilizadas e na amostra controle e estdo apresentados a seguir na
tabela 6.

Tabela 6 — Numero de vezes que cada gene foi expresso em relagao ao
controle (gene enddégeno ou calibrador) normalizado em 1 nas amostras 1
a 10 (ATCC, 1, 14, 21, 31, 40, 60, 70, 76S e 228S), com base na férmula

-AACT

2 . Calibrador: controle antes do tratamento normalizado em 1
(continua)
Cepas Genes Tratamento

C. albicans F-L- F+L- F+L+
Amostra 1 SAP5 1,00 0,98 1,08
(ATCC) LIP9 1,00 0,86 1,23

PLB2 -— -—- -—-
Amostra 2 SAP5 1,00 0,43 0,79
1) LIP9 1,00 0,28 0,72
PLB2 1,00 0,14 0,58
Amostra 3 SAP5 1,00 0,78 0,73
(14) LIP9 1,00 0,52 0,35
PLB2 1,00 0,29 0,29

Amostra 4 SAP5 1,00 0,59 0,98
(21) LIP9 1,00 0,57 0,61
PLB2 1,00 0,73 0,93

Amostra 5 SAP5 1,00 0,85 0,46
(31) LIP9 1,00 1,50 2,41
PLB2 1,00 1,00 1,54

Amostra 6 SAP5 1,00 1,21 0,76
(40) LIP9 1,00 3,15 1,56

PLB2 1,00 3,14 1,47
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Tabela 6 — Numero de vezes que cada gene foi expresso em relagao ao
controle (gene enddgeno ou calibrador) normalizado em 1 nas amostras 1
a 10 (ATCC, 1, 14, 21, 31, 40, 60, 70, 76S e 228S), com base na férmula

. Calibrador: controle antes do tratamento normalizado em 1

AACT

(concluséao)

Cepas Genes Tratamento
C. albicans F-L- F+L- F+L+
Amostra 7 SAP5 1,00 0,79 0,46
(60) LIP9 1,00 0,56 0,45
PLB2 1,00 0,88 0,98
Amostra 8 SAP5 1,00 1,98 1,77
(70) LIP9 1,00 2,87 2,52
PLB2 1,00 2,28 1,11
Amostra 9 SAP5 1,00 1,52 1,15
(76S) LIP9 1,00 3,30 3,70
PLB2 1,00 4,23 1,29
Amostra 10 SAP5 1,00 2,16 1,35
(228S) LIP9 1,00 1,03 0,31
PLB2 1,00 0,75 0,87

As figuras abaixo apresentam a variagdo no nivel de expressao dos

genes de interesse (SAPS5, LIP9 e PLB2) entre as amostras sensibilizadas

pelo grupo F+L+ e a amostra do controle ndo tratado (calibrador,

normalizado em 1).
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Figura 1 — Grafico da expressao do gene SAP5 na condi¢do F+L+ em relagéo a condigédo
F-L-, normalizado em 1, das amostras ATCC, 1, 14, 21, 31, 40, 60, 70, 76S e 228S.
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Figura 2 — Grafico da expresséo do gene LIP9 na condigdo F+L+ em relagédo a condigao
F-L-, normalizado em 1, das amostras ATCC, 1, 14, 21, 31, 40, 60, 70, 76S e 228S.
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Figura 3 — Grafico da expresséo do gene PLB2 na condigdo F+L+ em relacdo a condigédo
F-L-, normalizado em 1, das amostras ATCC, 1, 14, 21, 31, 40, 60, 70, 76S e 228S. O
gene PLB2 nao foi expresso na cepa ATCC 18804 pois sua eficiéncia apresentou-se muito
além do aceitavel (116,55) conforme a tabela 1. No intuito de se evitar uma analise com
valores inconsistentes, este gene ndo participou da comparacéo relativa da cepa ATCC

18804.

Pode-se observar que as amostras testadas apresentaram perfis

diferentes ao expressarem seus genes nas diferentes condigdes. A TFD
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diminuiu a expresséo dos genes em 60% das amostras para o gene SAP5
e em 50% das amostras diminuiu a expressao de LIP9 e PLB2. Em uma
parte dos casos em que houve a supressao dos genes, a condigao F+L-
diminuiu mais a expressao do que na condi¢gado F+L+, porém nas amostras

3, 5,6, 7 e 10 ocorreu o contrario.



6 DISCUSSAO

A estimativa precisa da eficiéncia da PCR em tempo real depende
de uma série de fatores tais como os reagentes, montagem do
experimento, qualidade da amostra e métodos de analise.

A eficiéncia de amplificacdo da gPCR ¢é a taxa na qual um amplicon
de gPCR é gerado, geralmente expressa em porcentagem. Se um amplicon
dobrar em quantidade durante a fase geométrica da amplificacdo da qPCR,
significa que a mesma apresentou 100% de eficiéncia.

O slope de uma curva padrao € comumente usado para estimar a
eficiéncia de amplificagdo de uma reacdao de PCR em tempo real. Uma
curva padrao de PCR em tempo real é representada como um grafico de
regressao linear semi-log do valor Ct em comparagao ao log da quantidade
inicial do acido nucléico. Um slope da curva padréo de ~3,32 indica uma
reagdo de qPCR com 100% de eficiéncia. Os slopes mais negativos que
-3,32 indicam reag¢des com menos de 100% de eficiéncia. Os slopes mais
positivos que —3,32 podem indicar ma qualidade da amostra ou problemas
de pipetagem.

Uma reacédo 100% eficiente produzira um aumento de 10 vezes no
amplicon da gPCR a cada 3,32 ciclos durante a fase exponencial de
amplificagao (logz 10 = 3,3219). Baixas eficiéncias da PCR podem resultar
em baixa precisdo da réplica da amostra e, como consequéncia, podem
resultar em uma quantificagao deficiente.

Para o método Ct comparativo de quantificacdo ser validado, a
eficiéncia da amplificagdo do alvo e a eficiéncia da amplificagdo da
referéncia ativa (controle endégeno) devem ser aproximadamente iguais.
Por isso o gene ACTL1 foi escolhido nos resultados do presente estudo

como controle endégeno para a comparacao relativa. A tabela 1 mostra que
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0 gene ACT1 apresentou eficiéncia mais proxima com os genes alvos
(SAP5 e LIP9): 100,5, 97,23 e 100,08, respectivamente, quando
comparada aos outros controles endogenos testados (RPP2B e EFG1),
apresentaram eficiéncia de 94,17 e 92,34, respectivamente.

A tabela 2 mostra que a eficiéncia da ACT1 foi a mesma dos genes
alvos, 94,17 e a tabela 3 apresenta a eficiéncia da ACT1 préxima a 100%,
assim como a dos gene alvos.

Para a escolha do gene enddgeno verificou-se também o valor de Ct
(Threshold Cycle), o qual deve ser proximo ao dos genes alvos para que
ocorra uma analise com valores consistentes na gPCR. O Ct é o primeiro
ciclo no qual houve aumento significativo na quantidade de amplificado e
foi o parametro usado para a quantificagcdo. De acordo com a tabela 1, a
cepa ATCC 18804 (amostra1) apresentou valor de Ct de aproximadamente
27 para a ACT1, SAP5 e LIP9, enquanto os genes RPP2B e EFG1
apresentam um valor de Ct de 20,58 e 24,46, respectivamente,
demonstrando que a melhor escolha foi o gene ACT1. Nas tabelas 2 e 3
pode-se observar que os genes RPP2B e EFG1 apresentaram diferenca
de aproximadamente 7 graus no valor de Ct quando comparados ao dos
genes alvos, comprovando, mais uma vez, que a ACTL1 foi o melhor gene
enddgeno para a realizagdo da quantificagao relativa.

Um outro critério para a escolha do gene enddgeno seria a auséncia
de variagédo de Ct nas amostras de estudo, uma vez que o gene enddgeno
deve ser expresso da mesma forma em todas as células em todos os
tratamentos.

De acordo com as tabelas 4 e 5, para todos os controles enddégenos
houve variagado grande entre os grupos F-L- e F-L+. A menor variagao foi
de 2,06 para EFG1 e de 3,37 para RPP2B, ambas da amostra 2. A variagao
mais aceitavel seria de 0,3, sendo assim, no intuito de evitar-se uma analise
com valores inconsistentes, o grupo F-L+ n&o participou da comparagao

relativa em todas as amostras clinicas e para a cepa ATCC 18804.
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Observando-se ainda as tabelas 4 e 5 verifica-se que a cepa ATCC
18804 demonstrou maior variagdo que o aceitavel em todos os casos,
porém ao avaliar as variagdes de Ct na amostra 2, podemos verificar que a
ACT1 continua sendo o melhor gene enddgeno pois sua variagéo foi de
0,07 entre os grupos F-L- e F+L- e de 0,04 entre os grupos F-L-e F+L+. Os
genes RPP2B e EGF1 obtiveram uma variagcdo maior que a ACT1
excluindo-os da quantificagao relativa.

Nailis et al. (2006) investigaram a estabilidade da expressao de oito
genes endégenos (ACT1, PMAL, RIP, RPP2B, LSC2, IMH3, CPAl e
GAPDH) potencialmente utilizados como genes de referéncia para estudos
de expressao génica em biofilmes de C. albicans e verificaram que o gene
ACT1 foi o mais estavel entre eles.

Para justificar uma possivel diferenga no comportamento de cepas
clinicas de C. albicans e cepas padrdao, como relatado acima, temos o
estudo de Rahman et al. (2007), que verificaram que a inoculagao por via
oral da cepa padrao de C. albicans SC5314 em ratos imunocomprometidos,
induziu, na maioria dos casos, colonizagéo transitéria da orofaringe sem
desenvolvimento de doencga. Porém, uma cepa de C. albicans isolada a
partir de um paciente com candidose orofaringea colonizou a orofaringe de
ratos que ndo receberam imunossupressao adicional. Esse estudo
demonstrou que uma cepa clinica pode ser mais virulenta que uma cepa
padrao, podendo assim oferecer dados mais precisos do que realmente
ocorre com a expressao de genes, como ocorreu no presente estudo.

Para o desenvolvimento da PCR em Tempo Real, buscou-se a
obtencdo de amostras que apresentassem valores de A260/280 ~2.0, de
modo que o grau de pureza necessario para o bom desempenho das

reacgoes subsequentes fosse atingido. Se o valor de A =2,0; aamostra

260/280
de RNA é considerada como relativamente livre de proteina. Além disso, o
RNA foi purificado com a utilizagdo de DNase | (Kit - Turbo DNase
Treatment and Removal Reagents - AM 1907- Invitrogen).
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As enzimas hidrolilicas SAP5, LIP9 e PLB2 sao importantes fatores
de viruléncia de C. albicans. A enzima SAP5 tem a capacidade de degradar
proteinas humanas como os anticorpos presentes na saliva, mucina e
colageno, ativar a producao de outros fatores de viruléncia por Candida
(Naglik et al., 2008), além de atuar diretamente sobre o sistema imune
inato, degradando componentes do sistema complemento como C3b, C4b
e C5 (Gropp et al., 2009). A lipase (LIP) e a fosfolipase (PL), contribuem
para a colonizagao e infecgao através da degradagéo de componentes da
membrana das células hospedeiras (Barros et al., 2008). A TFD pode atuar
como um coadjuvante no tratamento de candidoses, uma vez que estudos
comprovam que esta pode reduzir o crescimento in vitro desses micro-
organismos (Munin et al.,2007, Peloi et al., 2008, Pereira et al., 2011; Freire
etal., 2013).

Pereira et al. (2011), avaliaram o efeito da TFD in vitro usando azul
de metileno (0,1 mg/mL — 300 uM) como fotossensibilizador e laser de baixa
poténcia (InGaAIP — 660 nm — 98 s) como fonte de luz, em biofilmes
individuais e mistos de C. albicans, S. aureus e S. mutans. Apoés a aplicagao
da TFD e desprendimento do biofilme, foi realizada a contagem de UFC.
Redugdes (log1o) de biofilme das espécies individuais foram melhores
(2.32-3.29) do que as de biofilme com espécies associadas (1.00- 2.44).
Seus resultados comprovam que a TFD mediada por azul de metileno pode
ser um novo recurso para o controle de biofilmes orais. Por este motivo
decidimos realizar a TFD em biofilmes de C. albicans, utilizando azul de
metileno e laser de baixa poténcia no intuito de verificar se este tratamento
além de reduzir as UFC também atuaria na expressdo de enzimas
hidroliticas.

O presente estudo mostrou comportamentos diferentes na
expressao dos genes avaliados para cada amostra testada. Isso pode ter
ocorrido devido a sensibilidade da gPCR, uma vez que qualquer pequena
alteracao pode afetar seu resultado final. O que se esperava era que a TFD

diminuisse a expressao dos genes alvos e que os grupos F-L+ e F+L- ndo
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a alterasse. Porém como ja foi exposto, o grupo em que foi aplicado apenas
o laser alterou a expresséo dos genes enddgenos e por isso este grupo nao
foi considerado na quantificagdo relativa. O grupo F+L- ndo alterou os
genes endégenos mas mostrou a supressao de alguns genes em algumas
amostras e a super expressao em outras. E o grupo F+L+ apresentou um
comportamento semelhante ao grupo F+L-.

Nos ultimos anos, tem havido um aumento na aplicagdo da laser
terapia de baixa intensidade no tratamento de varias desordens e injurias
neuroldgicas, odontoldgicas, oftalmoldgicas, em doengas dermatoldgicas e
outras lesdes (Posten et al.,, 2005, Stonecipher, Kezirian, 2008). O
mecanismo de acao do laser sobre a cicatrizagao de feridas, por exemplo,
€ através da modulacgao da inflamacgao por reducao dos niveis de citocinas
pré-inflamatérias, e aumento dos niveis de fator de crescimento anti-
inflamatorio (Pinto et al., 2009). Shen et al. (2013) utilizaram a laser terapia
para a reparagao de nervos periféricos danificados em ratos. Dois pontos
de gatilho foram irradiadas transcutdneamente usando laser fosfato
arseneto de galio-aluminio (GaAlAsP) a 660 nm, 2 min por dia, durante 10
dias consecutivos. O tratamento mostrou uma melhora significativa no
indice funcional do nervo ciatico e melhora acentuada na capacidade de
espalhamento dos dedos das partes traseiras. Medidas eletrofisiolégicas
(pico de amplitude e &rea) demonstraram que o laser melhorou
significativamente a funcdo do nervo e reduziu a atrofia muscular.
Avaliacbes histomorfométricas revelaram que a estimulacdo do laser
acelerou a regeneracado do nervo ao longo de uma area maior de tecido
neural, resultando em axdnios de maior didmetro e bainhas de mielina de
espessura maior do que o observado em ratos sem o tratamento. Assim
sendo, o laser tem um papel muito importante na atuacdo em diversas
células e esse pode ter sido o motivo pelo qual ele alterou a expressao dos
genes endogenos testados no presente estudo.

O resultado esperado em relagéao ao grupo F+L- foi o que aconteceu

-AACT ;
com a amostra 5, a qual obteve um valor de 2 igual a 1,00, valor do
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grupo F-L- que é normalizado em 1,00 para que os grupos que exibam
alguma alteragao génica seja calibrado em relagao a ele. Porém em nosso
estudo a hipotese era de que apenas o grupo F+L+ obtivesse o valor
diferente de 1,00.

Como o gene PLB2 n&o apresentou uma boa eficiéncia, ele ndo
participou da comparagcdo relativa da cepa ATCC 18804, conforme
explicado anteriormente.

Em relagdo ao gene SAP5, 60% das amostras diminuiram sua
expressao tanto no grupo F+L- quanto F+L+. Para os genes LIP9 e PLB2
50% das amostras diminuiram a expressao nos grupos F+L- e F+L+.

Em 5 amostras o grupo F+L+ diminuiu mais a expressédo dos genes
do que o grupo F+L-. Nas amostras 3 e 7, isso aconteceu para os genes
SAP5 e LIP9 e na amostra 5 para SAP5. Nas amostras 6 e 10 a TFD
diminuiu a expressao dos genes SAP5 e LIP9, respectivamente, enquanto
0 grupo com o corante aumentou essa expressao. Isso demostra que a TFD
pode ser mais inibitéria do que apenas a aplicacido de fotossensibilizador.

As amostras clinicas escolhidas para este estudo foram de pacientes
diferentes, e a diferenga entre a super expressao dos genes em algumas
amostras e a supressdo em outras pode ser devido ao estado imunoldgico
de cada individuo. Plerce e Kumamoto (2012), verificaram que a expressao
génica de EFG1 em camundongos infectados por C. albicans era diferente
dependendo do estado imunoldgico do hospedeiro. A demonstragao de que
a expressdo e a atividade de EFG1 em C. albicans difere durante a
colonizagdo de um camundongo saudavel ou imunocomprometido mostra
gue o micro-organismo ajusta a sua fisiologia quando coloniza diferentes
hospedeiros. Além disso, os efeitos em um hospedeiro saudavel em uma
populagdo heterogénea de C. albicans contendo células com diferentes
niveis de atividade de EFG1 mostram que a presséao seletiva no hospedeiro
pode alterar a composicdo da populagao, permitindo que a populagao

responda ao estado imunolégico. O estado do hospedeiro pode ser a chave
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para a capacidade de C. albicans colonizar como comensais inofensivos
em alguns hospedeiros mas tornarem-se um mortal patégeno em outros.

Estudos tem relatado o tratamento de doencas com a utilizacdo do
fotossensibilizador azul de metileno. Ramamoorthy et al. (2013),
publicaram um relato de caso no qual utilizaram este corante no tratamento
de choque séptico grave em um paciente imunodeprimido apos o
transplante de figado e verificaram que apds a administracdo do azul de
metileno, a estabilidade hemodinamica foi rapidamente restabelecida,
concluindo que na sepse grave em um paciente imunodeprimido, o corante
deve ser considerado no inicio como uma opg¢ao terapéutica para o
tratamento de vasoplegia refrataria.

Davis et al. (2013) também sugerem a Vviabilidade do
reaproveitamento de drogas nao-oncoldgicas, como o azul de metileno,
como uma resposta antagonista ao choque térmico terapéutico para a
quimiossensibilizacdo de células cancerosas. Esses dados demonstram
que o grupo F+L- pode ter alterado a expressao dos genes devido ao seu
efeito isolado sobre certas células eucaridticas.

Nao foram encontrados estudos na literatura que associem a
expressao dos genes SAP5, LIP9 e PLB2 de C. albicans apés a realizagao
da terapia fotodindmica. Porém, estudos tem mostrado a expressao de
enzimas hidroliticas em biofilme, como Nailis et al. (2010), que avaliaram a
expressao destas enzimas na formacao de biofiime de Candida albicans
em silicone em placas de microtitulacdo, em reatores CDC, em cateter
subcutaneo de poliuretano de ratos, e em superficies mucosas no modelo
RHE (epitélio humano reconstituido). Foi relatado que os niveis de
expressdo de SAP1 eram mais pronunciadas nos modelos in vitro,
enquanto que SAP2, SAP4 e SAP6 foram mais elevados nos modelo in
vivo. Além disso, SAP5 foi expressa positivamente em modelos in vivo e
RHE. Para SAP9, SAP10 os niveis de expressao foram semelhantes em
todos os modelos. PLBs nao foram significativamente expressas em

biofilmes, enquanto LIP1-3, LIP5-7 e-LIP9-10 foram altamente expressas


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ramamoorthy%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23762740
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nos modelos in vitro. Em nosso estudo ndo trabalhamos com modelo in
vivo, porém utilizamos amostras clinicas de pacientes com HIV.

No estudo de Naglik et al. (2008), foi utilizado RT- PCR para
identificar quais SAPs eram altamente expressas e potencialmente
capazes de contribuir com uma infecgao por C. albicans no epitélio humano
reconstituido (RHE) in vitro e in vivo. Foi observado que SAP5 foi o unico
gene expresso positivamente de forma significativa em modelos RHE e
também foi altamente expresso em amostras de pacientes. Este foi um dos
motivos pelos quais utilizamos a enzima SAP5 no presente estudo.

Samaranayake et al. (2013), cultivaram duas cepas de C. albicans,
SC5314 (cepa do tipo selvagem, WT) e sua derivada (HLC54), durante 48
horas em varias condi¢des, incluindo na presenga ou auséncia de discos
de silicone e soro humano. O crescimento de células de ambas as cepas,
em culturas planctonicas e em biofilme foi monitorada em trés momentos
(90 min, 24 h e 48 h) por um ensaio de reducao de sal de tetrazélio e por
microscopia eletrénica de varredura. Também foram analisadas por RT-
PCR a expressao dos genes de viruléncia ALS3, HWP1, EAP1, ECEL1,
SAP1 - SAP10, PLB1, PLB2, PLC e PLD. Em células plancténicas, a
expressado dos dez genes SAP foi inicialmente maior na cepa WT, mas
estas foram altamente expressas na cepa HLC54 por 48 h. Foi observado
uma super expressao de ALS3, HWP1, EAPL, ECE1, SAP1, SAP4, SAP6
- SAP10, PLB1, PLB2 e PLC para os biofilmes WT cultivadas em discos de
silicone soro tratados em pelo menos um ponto de tempo, em comparacgao
aos biofilmes em discos sem o soro. Assim, os autores concluiram que o
soro humano estimula o crescimento de biofilme de C. albicans sobre os
discos de silicone e regula positivamente a expressdao de genes de
viruléncia, em particular os genes de adesdo ALS3 e HWP1 e genes
codificadores de hidrolase SAPs, PLB1 e PLB2. Esta resposta pode
comprovar a susceptibilidade a colonizagado de C.albicans no hospedeiro
humano e como este estudo demonstra a super-expressao de genes

considerados fatores de viruléncia em biofiimes de C. albicans, nosso
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estudo se torna importante ao verificarmos como os genes SAP5, LIP9 e

PLB2 se comportam frente a terapia fotodinamica.



7 CONCLUSAO

Concluiu-se que a terapia fotodindmica (TFD), representada neste
estudo pela fotossensibilizagdo com azul de metileno seguida pela
irradiacdo com laser de baixa poténcia AlGaAs, apresentou efeitos sobre
os genes SAP5, LIP9 e PLB2 de C. albicans, consideradas fatores de

viruléncia.
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