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Jordao CC. Expressao de genes relacionados a viruléncia e envolvidos na sintese
de ergosterol de Candida albicans resistente a fluconazol submetidos a terapia
aotodinamica antimicrobiana associada ao antifungico [dissertacdo de mestrado].
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RESUMO

O estudo tem como objetivo avaliar a susceptibilidade ao fluconazol e a expresséo de
genes de viruléncia e envolvidos na sintese de ergosterol de cepa de Candida albicans
resistente a fluconazol (ATCC 96901) presentes nas linguas de camundongos
submetidos a aPDT associada a Nistatina. Para isso, colénias recuperadas de animais
submetidos ao tratamento com aPDT e Nistatina (NIS) bem como a associacéo
(NIS+aPDT e aPDT+NIS), foram armazenadas em glicerol 50% e utilizadas para o
Teste de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima
(CFM). Além disso, as linguas dos animais submetidos aos tratamentos foram
armazenadas em RNAlater (RNAlater Tissue Collection: RNA Stabilization Solution
Protocol Ambion®) em freezer -80°C para avaliacdo da expressao génica. Para
realizacdo do teste CIM, as cepas foram reativadas em placas de Agar Sabouraud
Dextrose (SDA), cultivadas em estufa 35°C por 48 h e avaliadas seguindo o método
de microdiluicdo em caldo (CLSI) com algumas modificacbes. Foram realizadas
diluicbes seriadas de fluconazol (variando de 2 a 1024 pg/ml) em meio RPMI 1640 (2
X concentrado), em suspensdes (0,5x10° a 2,5x10® UFC/mL). As placas foram
incubadas a 35°C e observadas quanto a presenca ou auséncia de crescimento apés
24 h, além disso, foi realizado plagueamento (CFM). Foram consideradas as menores
concentracdes de fluconazol que resultaram em inibicdo de pelo menos 50% do
crescimento. A quantificacdo da expressdo génica foi realizada por meio da técnica
quantitativa de Transcricdo Reversa da reacdo em cadeia de polimerase (RT-gPCR)
utilizando primers especificos para os genes de viruléncia (ALS1; HWP1; EFG1,
CAP1; CATL1; SOD1; SAP1; PLB1 e LIP3) e genes envolvidos na sintese do ergosterol
(ERG1; ERG11; ERG3 e ERG25). Novos primers para os genes ERGs foram
desenhados (Oligo Software™) a partir de sequéncias obtidas do "Pubmed". 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. Reacdes de gqPCR foram realizadas para determinar a
concentracdo otima e a eficiéncia dos primers. Para analise da expressao génica, as
linguas foram submetidas a extracdo e purificacdo de RNA. O cDNA foi sintetizado e
a técnica de RT-gPCR realizada. Os dados de CFM e expresséao foram analisados por
Andlise de Variancia (a = 0,05). Os resultados do CFM po6s CIM foram avaliados por
ANOVA seguida do pés-teste de Tukey (a=0,05). Foi verificado que, independente do
tratamento aplicado e do momento da coleta (24h ou 7 dias apds tratamento), as
cepas recuperadas foram semelhantes ao grupo P-L-(animais sem tratamento).
Demonstrando que ndo houve modificagdo do perfil de resisténcia da cepa ao
fluconazol nas concentracdes testadas. Em relacdo a expressao génica, 0s primers
delineados ndo foram especificos somente para C. albicans. No presente estudo, foi
observado que o0s genes ERG1, ERG3, ERG11 e ERG25 apresentaram
comportamento semelhante, com reducdo da expressao génica nos grupos onde
foram realizados os tratamentos em comparagcao com o grupo controle (P-L-). Os
resultados demonstraram que os tratamentos reduziram a expressao dos genes



ALS1, EFG1, CAP1, LIP3, SAP1 e SOD1 em todos 0s grupos experimentais avaliados
em relagdo ao controle (P-L-). Quando utilizada a terapia combinada (aPDT+NIS,
NIS+aPDT), houve reducdo mais acentuada na expressao dos genes ALS1, LIP3,
SAP1 e SODL1. A expresséo do gene EFG1, foi estatisticamente semelhante em todos
0S grupos de tratamento e menor que no grupo controle (P-L-). Para os genes CAT1
e SOD1, néo foi observada diferenca estatistica entre os grupos aPDT e aPDT+NIS.
Para os genes CAP1, EFG1, HWPL1 e LIP3, os grupos P-L+ e aPDT nédo apresentaram
diferenga estatistica entre si. Para os genes CAP1l, EFG1 e HWP1 ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos de tratamento NIS e os que foram avaliados a
associacao das terapias (NIS+aPDT e aPDT+NIS). Ndo houve expresséao detectada
para o gene PLB1. A associacao de terapias ndo alterou a susceptibilidade fungica ao
fluconazol e reduziu a expressao dos genes ERG1, ERG3, ERG11, ERG25, ALS1,
EFG1, SAP1, LIP3, CAP1 e SOD1.

Palavras — chave: Fotoquimioterapia. Candida albicans. Expressao Génica.



Jordao CC. Expression of virulence and involved in the synthesis of ergosterol of
Candida albicans resistant to fluconazole submitted to antimicrobial photodynamic
therapy associciated with antifungal [dissertacéo]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2019.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the susceptibility to fluconazole and the
expression of virulence genes and involved in ergosterol synthesis of fluconazole
resistant strain of Candida albicans (ATCC 96901) present in the mouse’s thongue
submitted to aPDT associated with Nystatin. For this, colonies recovered from animals
submitted to treatment with aPDT and Nystatin (NIS) as well as their association (NIS
+ aPDT and aPDT + NIS) were stored in 50% glycerol and used for the Minimum
Inhibitory Concentration Test (MIC) and Minimum Fungicidal Concentration (MFC). In
addition, part of the tongue of the treated animals were stored in RNAlater (RNAlater
Tissue Collection: RNA Stabilization Solution Protocol Ambion®) in -80 °C freezer for
evaluation of gene expression. To accomplish the MIC test, the strains were reactivate
in Sabouraud Dextrose Agar (SDA) plates, grown in a 35 °C oven for 48 h and
evaluated using the broth microdilution method (CLSI) with some modifications. Serial
dilutions of fluconazole (ranging from 2 to 1024 pg / ml) in RPMI 1640 medium (2x
concentrate) were performed in suspensions (0.5x102 to 2.5x102 CFU / ml). The plates
were incubated at 35 ° C and observed for presence or absence of growth after 24 h,
plating was also performed (CFM). The lowest concentrations of fluconazole that
resulted in inhibition of at least 50% growth were consider. The quantification of the
gene expression was performed using quantitative Reverse Transcription-quantitative
polymerase chain reaction (RT-gPCR) using specific primers for the virulence genes
(ALS1; HWP1; EFGL1; CAP1; CATL1; SOD1; SAP1; PLB1 and LIP3) and genes involved
in the synthesis of ergosterol (ERG1; ERG11; ERG3 and ERG25). New primers for the
ERG genes were designed (Oligo Software ™) from sequences obtained from
"Pubmed". The primers were design and tested in vitro by the PCR technique using a
panel of genomic DNA from different Candida species, with their products visualized
on agarose gel. Reactions of qPCR were performe to determine the optimum
concentration and efficiency of the primers. For the analysis of the gene expression,
the tongue were submitt to the extraction and purification of RNA. The cDNA was
synthesized and the RT-gPCR technique was performed. The CFM and expression
data were analyzed by Analysis of Variance (a = 0.05). The results of the CFM before
MIC were evaluated by ANOVA followed by the Tukey post-test (a = 0.05). Regardless
of the treatment applied and the time of collection (24h or 7 days after treatment), the
recovered strains showed a similar behavior to the P-L- group. Demonstrating that
there was no change in the resistance profile of the strain to fluconazole at the
concentrations tested. Regarding the g-PCR data, the designed primers were not
specific only for C. albicans. All primers presented ideal Melt Curves, correlation
coefficient =1 and efficiency between 90-110%, with slope =-3.3. In the present study,
the expression of ERG1, ERG3, ERG11 and ERG25 genes presented similar behavior,
with reduction expression in the groups that the treatments were performe in
comparison with the control group (P-L-). The results showed that the treatments
reduced the expression of ALS1, EFG1, CAP1, LIP3, SAP1 and SOD1 genes in all the
experimental groups evaluated in relation to the control (P-L-). When combined
therapy (aPDT + NIS, NIS + aPDT) was use, there was pronounce reduction in the



expression of ALS1, LIP3, SAP1 and SOD1 genes. EFG1 gene expression was
statistically similar in all treatment groups and lower than in the control group (P-L-).
For the CAT1 and SOD1 genes, no statistical difference was observe between aPDT
and aPDT + NIS groups. For the CAP1, EFG1, HWP1 and LIP3 genes, the P-L + and
aPDT groups showed no statistical difference between them. For the CAP1, EFG1 and
HWP1 genes, there was no statistical difference between the NIS treatment groups
and those that evaluated the association of the therapies (NIS + aPDT and aPDT +
NIS). There was no expression detected for the PLB1 gene. The association of therapy
did not change the fungal susceptibility to fluconazole and reduced expression of
genes ERG1, ERG3, ERG11, ERG25, ALS1, EFG1, SAP1, LIP3, CAP1 and SOD1.

Keywords: Photochemotherapy. Candida albicans. Gene Expression.



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt 16
2 PROPOSICAO ...t 22
3 REVISAO DA LITERATURA .....ooiviiececteeeeeee e, 23
3.1 Infec¢cdes Causadas por Candida spp. e Tratamentos ............. 23
3.2 Resisténcia Antifingica........cccceeeieee 25
3.3 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana ........cccccccceeivieieieveeiiinnnnnn. 29

3.4 Expresséao de Genes de Viruléncia e Envolvidos na Sintese

(o TSI = o [0 =] (=1 o | USRS 34
4 MATERIAL E METODO ..ottt 42
4.1 Coleta das AMOSIIAS ..cen e 42

4.2 Avaliacao da Susceptibilidade ao Fluconazol (MIC) das
Células Recuperadas Apods 0s Tratamentos .......cccccevveveeeeeeeeennn. 44
4.3 Expresséo Génica de C. albicans Presente nas Linguas dos

CamMUNAONGOS oiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 45
4.3.1 Desenho de NOVOS PHIMErS ....uuuiiiiieeeeeeeeieee e 47
4.3.1.1 Obtencédo do gene no formato FASTA.........oooeiviriiiiiiieeeeeee, 47
4.3.1.2 Basic Local Aligment Search ToOOl........cccccvvviiiiiiiiiiiiiniinnnnn. 48
2 70t 00 2 1Y/ o ] o 48
4.3.1.4 Oligo Primer Analysis Software™ ...................cccccccvviieieeenn. 49
4.3.2 Extracdo de DNA para padronizacdo do primer ..................... 49
4.3.2.1 Extracao e isolamento do DNA ........cccociiiiiiiiiiiieee 49
4.3.2.2 Eletroforese em gel de agaroSe .......ccccccevvvvvvviiiiiiiiiiiiieinennnn, 51
4.3.3 PadronizaGao dOS PriMEerS........coieeeeeieieiiiiiae et 52
4.3.3.1 Primer: diluicdo e armazenamento ........cccceeveeeieveeiiiiiiinneeenn. 52
4.3.3.2 Analise in vitro e padronizagdo dos primers .......ccccccceveeeen. 53

4.3.3.2.1 Especificidade dos primers por PCR seguido de
eletroforese em gel de agarose.........cccccvvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 53
4.3.3.2.2 Determinagéo da concentracao 6tima de cada primer .......... 54



4.3.3.2.3 Confeccao de curvas padrdo para analise de expressao

4.3.3.2.4 Reacgao de qPCR para verificar a eficiéncia de cada
PIIMET <. 58

4.3.3.2.5 Etapas realizadas para uso dos genes de viruléncia

delineados pPor OULIrOS AULOIES ........coveeeeeeeeeiiiiiie e e e e e 59
4.3.4 Extracdo de RNA das linguas dos camundongos.................. 59
4.3.5 Purificac@o do RNA ... 61
4.3.5.1 Primeira etapa de purifiCagao .........ccccccevvvvviiiiiiiiiiiiiiinninnnnnn, 61

4.3.5.2 Segunda etapa de purificagéo: tratamento com DNase |

LT 4T 0] [ o= Lo TS 63
4.3.5.3 Terceira etapa de purificacan..........ccccvvvvciiiiieeeeeeeeiicieee e, 63
4.3.6 Sintese de CDNA ... 64
4.3.7 Quantificacdo da expressao génica utilizando RT-qPCR....... 65
4.4 Analise EStatiStiCa.......ccovvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 66
S5 RESULTADO oot e e e e e 67
5.1 Avaliagcéo da Susceptibilidade ao Fluconazol (CIM) das

Células Recuperadas Ap6s 0s Tratamentos ......ccccccevvvveeeeeeeeennn. 67
5.2 Padronizag8o dos Primers ........coooiiiiii e 69
5.2.1 Extracdo de DNA de Candida SPP...ccceeeeeerreeerrriiiiieeeeeeeeeiiiinnn, 69
5.2.2 Diluicdo e preparo dOS PrimMerS. ... 70
5.2.3 Especificidade dos primers testadosS .........oooeeeeeeeiieeeeeeeeeeeen, 71
5.2.4 Determinacdo da concentracdo 6tima de cada primer .......... 72
5.2.5 Confecc¢éo da curva padrdo de cada primer ...........ccceevvvvvnnnnn. 74

5.2.6 qPCR para analise da curva padréo e

eficiéncia de cada pPrimer......ooiiiii 77
5.3 Extracdo de RNA das Linguas dos Camundongos ................... 81
5.4 Purificagdo do RNA ... .o 82
5.5 SintesSe de CDNA ... 86
5.6 qPCR para Avaliacdo da Expressdo Génica..........cccceevvvvvvvvnnnnn. 86

B DISCUSSAD .o ettt 100



7 CONCLUSAO

REFERENCIAS ..ottt

APENDICE A



1 INTRODUCAO

As espécies do género Candida pertencem a microbiota da cavidade oral, trato
gastrointestinal e vagina de individuos saudaveis. Fatores predisponentes podem
fazer com que esses micro-organismos atuem como patdégenos oportunistas, sendo
responsavel pelo desenvolvimento de infeccdo. Candida albicans é considerada a
espécie mais prevalente e patogénical. Essa espécie tem sido associada a
manifestacbes clinicas de infeccdo que variam desde lesGes mucocutaneas
superficiais, tais como Candidose Orofaringea (OPC) até formas disseminadas da
infeccdo?. A OPC tem sido relatada em pacientes que utilizam medicamentos
imunossupressores apos transplante de 6rgaos, antibidticos de amplo espectro,
diabéticos, terapias antineoplasicas e nos que possuem imunossupressao relacionada
a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e ndo fazem uso de anti-
retrovirais!.

A patogenicidade das diferentes espécies de Candida 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 dano3®“. Os principais fatores de viruléncia identificados nas
espécies de Candida sao: capacidade de contornar as defesas do hospedeiro, adeséo
e formacao de biofilme em tecidos humanos e superficies abidticas®® e a producéo de
enzimas hidroliticas com capacidade de destruicéo tecidual®. A capacidade de adeséo
das células de Candida albicans ao hospedeiro tem sido relacionada com o gene
aglutinina (ALS1), que é responsavel por codificar a proteina de adesado celular, a
adesina’. Ainda, este fungo possui a habilidade de adaptacao as alteracdes no pH do
ambiente, flexibilidade metabdlica e resposta ao estresse oxidativo. Como protecéo e
em resposta ao estresse oxidativo, 0 mesmo expressa genes antioxidantes, entre eles
CAP1, CAT1 e SOD1 que ativam vias que auxiliam na protecdo contra radicais livres
e espécies reativas de oxigénio (ROS)%12, Além desses fatores, o gene EFG1 atua
como um fator de transcri¢cdo, regulando a transcricdo de genes que sao responsaveis
pela formacéo do biofilme3. A formacéo de hifas, mediada pelo gene HWP1, facilita a
adesdo e invasdo do fungo no tecido do hospedeiro!®. As lipases sdo enzimas que
degradam lipideos e séo codificadas por varios genes, entre eles o LIP3, que permite
o crescimento do biofilme na mucosa'®. Além disso, C. albicans também possui a
capacidade de invasao tecidual pela ruptura da membrana celular do hospedeiro, por
meio da secrecao de enzimas degradativas como as fosfolipases (por exemplo,

PLB1)'® e as proteinases (por exemplo, SAP1)!!. Além disso, a avaliagdo da
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expressao desses genes apos os tratamentos pode ajudar a entender os mecanismos
de acdo do microrganismo frente aos tratamentos propostos.

Para tratamento da OPC, tém sido utilizados os antifungicos derivados
poliénicos, azdlicos e equinocandinas!’. Os agentes poliénicos, particularmente a
nistatina, sdo os medicamentos topicos mais utilizados e tem se mostrado eficazes no
alivio dos sinais e sintomas clinicos da doenca, entretanto, muitas vezes nao eliminam
completamente as espécies de Candidal® Os efeitos diluentes da saliva e
movimentos da musculatura bucal normalmente reduzem a dose desses agentes a
concentragdes subterapéuticas, o que reduz a eficacia deste medicamento?.
Consequentemente, a re-colonizacdo da mucosa bucal pelo microrganismo tem sido
frequente apdés a utilizacdo do antifingico, o que leva a infeccdes recorrentes?®. A
prescricdo de antifingico sistémico (fluconazol, itraconazol e anfotericina B) tem sido
instituida em individuos com saude geral comprometida e em episddios de infeccdes
recorrentes?®. Esses agentes vém sendo amplamente empregados para o tratamento
da candidose, especialmente em pacientes imuno-comprometidos, porém tem sido
relatado a ocorréncia de efeitos hepatotdxicos ou nefrotdxicos com a utilizacao desses
medicamentos?, além de resisténcia antifiingica?..

A utilizacdo indiscriminada de antifiungicos tépicos ou sistémicos para o
tratamento da OPC tem resultado no desenvolvimento de resisténcia em espécies de
Candida?l-?%. Resisténcia antifiingica pode ser definida como a persisténcia ou a
progressdo de uma infeccdo apos aplicacdo do tratamento?*. Em C. albicans essa
resisténcia é principalmente secundaria, que € aquela adquirida apés longos periodos
de exposicdo ao farmaco?*. Além disso, a organizacdo dos microrganismos em
biofilmes proporciona prote¢do adicional, possibilitando a sobrevivéncia desses
patégenos mesmo quando aplicada a terapia antifungica®.

Em C. albicans, a resisténcia ao fluconazol € um processo multifatorial?>23 com
combinacdo de diferentes mecanismos moleculares. Um exemplo € a inducdo da
expressao de genes que codificam proteinas de transporte de membrana (bombas de
efluxo), as superfamilias ABC (cassete de ligacdo ao ATP) e MFS (facilitadores) que
altera a interacdo entre agentes antifingicos azéis, pois a superexpressdo dessas
proteinas transportadoras de membrana, reduzem o acumulo do antifingico no meio
intracelular?12247-50_ Além disso, a resisténcia pode ser oriunda de fatores ambientais
gue promovem a colonizagéo flingica ou a substituicdo de espécies?'. Os antiflingicos

azois apresentam acéo na sintese de ergosterol, atuando na expressédo de genes e
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proteinas, alteracdes nesta via podem induzir resisténcia. Os genes ERGs regulam a
sintese de ergosterol pela modulacdo da enzima alvo na via de sintese de esterdis, a
14a-lanosterol-desmetilase. Esta enzima é fundamental para a producéo de ergosterol
e a inibicdo em sua atividade resulta em ruptura da membrana celular promovendo a
inibicdo do crescimento do fungo?’. Assim, o fluconazol, contribui para a regulacéo
positiva dos genes ERG1, ERG3, ERG11 e ERG25, que poderia induzir resisténcia
fenotipica®’. Outro mecanismo de resisténcia aos azdis, envolve a calcineurina,
proteina envolvida na mediacdo da resposta celular aos antifungicos e ha modulacao
do estresse oxidativo. Essa proteina € ativada quando se liga a calmodulina na
presenca de ions Ca*?e afeta a expressdo génica via transcri¢éo de reguladores como
Crzlp, atua fazendo com que o fungo tolere meios mais salinos e alto pH, além do
estresse de membrana?’. A resposta a esse estresse de membrana envolve Hsp90
(“Heat Shock Proteins”), que € uma chaperona essencial na sinalizagao celular e
dependente da co-chaperona Sgtl. Essa via € capaz de ocasionar a perda da funcéo
do gene ERG3 na biossintese do ergosterol, tendo assim uma reducao significativa
na concentracéo de ergosterol na membrana®L.

Considerando o aumento na incidéncia de patdgenos resistentes aos
antifngicos convencionais e a toxicidade dos medicamentos utilizados, estudos tém
buscado estratégias para inviabilizacdo de espécies fangicas resistentes aos
tratamentos convencionais. A terapia fotodinAmica antimicrobiana (aPDT) € uma
modalidade de tratamento que tem sido utilizada no combate ao cancer, e também
sugerida para a inativacdo de microrganismos?>?’. O processo fotodinamico requer a
utilizacdo de um agente fotossensibilizador (FS), a aplicagcdo de uma luz que seja
correspondente a banda de absorcdo do FS, e a presenca de oxigénio?. Inicialmente,
a célula-alvo deve ser tratada com o FS (fotossensibiliza¢do). Em seguida, uma fonte
de luz de comprimento de onda adequado deve ser acionada para a iluminagédo do
alvo sensibilizado. A interacdo da luz com o FS, na presenca de oxigénio, resulta em
espécies reativas capazes de induzir a inativacdo celular?®. Tem sido sugerido que
esse mecanismo envolve a absorcao de fotons da fonte de luz pelo FS, o que leva
seus elétrons a um estado excitado. Na presenga 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 com
formacéo de oxigénio singleto (reagao do tipo Il), induzindo a producao de espécies

reativas?®3. Ambos os caminhos podem levar a morte celular. As espécies reativas
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possuem reatividade ndo especifica com moléculas organicas e podem causar danos
irreversiveis em alvos celulares, tais como a lise da membrana e inativacdo de
proteinas. Dessa forma, qualquer macromolécula celular pode ser considerada como
alvo para a terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) e como o FS é aplicado
externamente a célula, a membrana celular é considerado o alvo inicial>>?°. Os FSs
mais utilizados na aPDT séo predominantemente das familias das porfirinas®! e das
fenotiazinas®?. Alguns estudos in vivo3334 associaram a iluminacdo a diferentes FSs
(Photoghen® e azul de metileno) em modelo murino, reduzindo significativamente a
viabilidade de C. albicans. A utilizacdo da aPDT mediada pelo Photogem® também foi
investigada como método para desinfecgdo clinica de préteses totais® e para
tratamento de estomatite protética®®, e os resultados demonstraram uma reducéo
significativa dos microrganismos e da inflamacéao.

Atualmente, uma nova classe de FS vem sendo empregada em aPDT, os FSs
de segunda geracao. Dentre estes compostos estédo as clorinas, porfirinas hidrofilicas
reduzidas que apresentam forte banda de absorc¢ao na regido vermelha (625-740 nm)
do espectro eletromagnético. O Photodithazine ® (PDZ) é uma clorina €6, soluvel em
agua®’ e tem sido utilizada com sucesso na aPDT contra o cancer, devido ao seu alto
rendimento quantico de formacéo de oxigénio singleto®®. Esse FS apresenta periodos
curtos de sensibilizacédo e alta banda de absor¢édo no espectro eletromagnético (650
a 680 nm), o que o permite atravessar com maior profundidade os tecidos biolégicos
melhorando a acdo da aPDT?°, além de produzir niveis mais elevados de oxigénio
singleto®®. Em estudos preliminares foi observado que a aPDT mediada pelo PDZ
associada a luz LED promoveu reducao significativa na viabilidade de culturas
planctonicas de Candida tropicalis e Candida glabrata, além disso, cinco cepas de C.
albicans foram completamente inativadas ap6s a aPDT*°. J4 para o biofilme, aPDT
promoveu reducdo na viabilidade celular equivalente a 0,9 logio (UFC/mL) para C.
albicans e 1,4 e 1,5 logio (UFC/mL) para Candida tropicalis e Candida glabrata,
respectivamente*®. Quando um biofilme misto formado por C. albicans, C. glabrata, e
Streptococcus mutans foi submetido & aPDT com o PDZ foi observada uma reducéo
significativa na viabilidade das colbnias das trés espécies avaliadas e uma reducao
significativa na atividade metabdlica dos biofilmes submetidos a aPDT*. Em estudo
in vivo em modelo murino de candidose a associa¢ao de 100 mg/L de PDZ com LED
promoveu reducéo fangica de 4,36 logio 2.

Um estudo realizado recentemente modificou o protocolo de inducdo de
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candidose em animais de forma a possibilitar o tratamento da lesdo com a aplicacéo
da aPDT*3. Neste estudo, os animais foram contaminados com uma cepa padréo de
C. albicans suscetivel ao fluconazol. E os autores observaram que o modelo de
inducdo de candidose mimetiza e mantém a infecdo, e que aPDT foi efetiva no
tratamento da candidose oral em camundongos contaminados com a cepa suscetivel.
Em outro estudo**, foi avaliado o efeito da aPDT isoladamente em camundongos
infectados com CaR, e os resultados demonstraram que aPDT se comportou de forma
semelhante a Nistatina. Nesse contexto, visando reducbes maiores na contagem de
colonias e remissdo da infeccdo, os autores realizaram a combinacdo de terapiais
(@PDT+NIS e NIS+aPDT) que promoveu reducdo de 2,6 logio e 2,1 logio para os
grupos aPDT+NIS+ e NIS+aPDT, respectivamente, 24 horas apds os tratamentos.
Além disso, a andlise macroscopica revelou remissdo das lesdes orais, e a analise
histoloégica demonstrou expressiva reducdo da reacado inflamatéria tecidual com
caracteristicas histolégicas de normalidade*. Embora estudos ja tenham avaliado o
efeito da aPDT em suspensdes planctonicas, biofilmes, em animais e humanos, os
efeitos que as aplicacdes sucessivas da aPDT e das terapias combinadas causariam
na expressédo de genes envolvidos com fatores de viruléncia de C. albicans e sintese

de ergosterol ainda ndo foram avaliados até o presente momento.

Como relatado, o0 mecanismo de acdo da aPDT é baseado na producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), as quais sdo as responsaveis por causar o dano
celular por meio de stress oxidativo. Essas ROS, tais como o radical superéxido (0%
), radical hidroxila (OH"), peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio singleto, podem
acarretar danos a integridade celular®®. Tem sido sugerido que a presenca de ions
Fez+, O2 e H202 podem levar a reacdo quimica de Fenton, culminando na producgéo
de radicais extremamente reativos aos constituintes celulares como DNA, lipideos,
proteinas e outras macromoléculas. Dessa forma, o dano oxidativo causado no DNA
pode contribuir para a instabilidade genética e possivel mutacdo nas células*®. Foi
reportado efeito genotdxico da luz LED azul (455 nm) com aplicacéo de 37,5 J/cm? de
dose de luz sobre C. albicans*®. Dessa forma, com base nos estudos acima citados,
seria importante avaliar além do efeito antimicrobiano da luz LED, seu possivel efeito
na expressao de genes relacionados a viruléncia e envolvidos na sintese de ergosterol
de espécies de Candida.

Na literatura pertinente ha poucos estudos que avaliaram a resposta da cepa

ATCC 96901 (resistente a fluconazol) quando submetida a diferentes tratamentos in
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vitro bem como o comportamento dos genes especificos ou produtos desses genes®*

%5 Néo ha relatos de estudos que investigaram os efeitos da aPDT e sua associacdo
com a Nistatina sobre a expressao génica. Aléem disso, com a finalidade de avaliar se
a suscetibilidade de C. albicans ATCC 96901 ao fluconazol pode ser alterado pelos
tratamentos propostos in vivo foi avaliada a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)
apos os tratamentos e a Concentracao Fungicida Minima (CFM).
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2 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo in vitro foi avaliar a expressdo de genes
envolvidos na sintese de ergosterol (ERG1; ERG11; ERG3 e ERG25) e relacionados
a viruléncia (ALS1; HWP1; EFG1; CAP1; CAT1; SOD1; SAP1; PLB1 e LIP3) em C.
albicans resistente a fluconazol presentes na lingua de camundongos submetidos a
aPDT, Nistatina ou associacao de tratamentos (PDT+NIS ou NIS+PDT). Além disso,
foi avaliada a Concentracdo Fungicida Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida
Minima (CFM) para verificar se o perfil de resisténcia do microrganismo foi alterado

apos os tratamentos in vivo.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Infeccdes Causadas por Candida spp e Tratamentos

Em 1994, Kulak et al.'8, compararam trés diferentes tratamentos para
estomatite protética. Neste estudo, 45 pacientes foram divididos em trés grupos. No
primeiro, pacientes foram tratados com 50 mg de fluconazol em tablete diariamente
por duas semanas. O segundo grupo de pacientes foi orientado a fazer aplicacdes de
solucao de clorexidina a 2% na superficie da prétese duas vezes por dia em conjunto
com a medicacgao de fluconazol por duas semanas. O terceiro grupo recebeu novas
préteses sem nenhuma medicacdo. Amostras microbiolégicas foram coletadas do
palato por meio de swabs e espatula de metal antes dos tratamentos, apds a
finalizacdo do tratamento e duas semanas apds o término do tratamento. Os
resultados demonstraram que 87% do primeiro grupo responderam positivamente ao
tratamento, 40% foram curados e 47% apresentaram melhora com reducéo clinica da
inflamac&o. No segundo grupo foi observado que 87% dos pacientes demonstraram
resposta positiva ao tratamento, nos quais 54% foram curados enquanto que 33%
apresentaram melhora. Este grupo também demonstrou melhora clinica da
inflamacédo. Os pacientes do terceiro grupo, 33% apresentaram pequena melhora;
13% foram curados e 20% tiveram apenas reducdo da inflamacdo, sem melhora
significativa clinicamente. Em controle posterior, os autores observaram recidiva das
lesdes, relatando que a incidéncia da recorréncia da infeccdo nos pacientes que
utilizaram 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 eliminacgéo total de hifas nas coletas
microbiologicas. Os autores entdo concluiram que o tratamento realizado com
fluconazol associado a clorexidina apresentou melhores resultados sendo uma opc¢éo
viavel para o tratamento da candidose oral.

Segundo Akpan e Morgan! em 2001, a candidose oral é a infeccdo mais
prevalente e comum entre os humanos e, quando néo tratada, pode ocasionar ma
nutricdo e infeccdo generalizada. Nesta revisao, os autores citaram alguns artigos que
estudaram a patogenicidade das espécies de Candida, ressaltando que quanto mais
patogénico o fungo, maior a capacidade de causar a infecgdo. Destacaram que a
presenca de fatores locais e sistémicos, como proteses, mal funcionamento das
glandulas salivares, céancer oral, diabetes, fumo, idade, imunusupressao relacionada
a AIDS, antibidticos e deficiéncias nutricionais podem levar a candidose. Por isso a

importancia de planejar o tratamento dos pacientes acometidos pela candidose oral,
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conhecer tanto a histéria médica quanto a bucal e prescrever o antifungico mais
adequado, garantindo assim um bom progndstico. Segundo os autores, o diagnostico
dessas lesbes € realizado clinicamente, podendo solicitar exames laboratoriais para
excluséo de outras lesdes em potencial.

Em 2005, Ramage et al.® em uma revisdo de literatura, relataram que C.
albicans ao se organizar em biofilme, aumenta significativamente a sua capacidade
de resisténcia a antifungicos rotineiramente utilizados, pois o biofilme atua como uma
protecdo contra as defesas do hospedeiro e as drogas antifungicas. No entanto, novos
agentes antifingicos, como as equinocandinas e formulacdes lipossémicas de
anfotericina B possuem uma maior atividade em biofilmes de Candida. Nesse
contexto, 0s autores sugerem investigar novos materiais e estratégias para inibir a
formacao de biofilme e impedir com isso uma expressédo aumentada da viruléncia dos
fungos.

Em uma revisdo, publicada em 2011, Silva et al.* destacaram o aumento
consideravel de infeccbes causadas por espécies de Candida, devido ao
envelhecimento da populagdo, nimero maior de pacientes imunocomprometidos e
uso de medicamentos. Segundo os autores, C. albicans é a espécie mais prevalente
encontrada em condicfes de saude e doenca em um individuo. No entanto, as
espéceis de Candida ndo albicans, tais como Candida glabrata, Candida tropicalis e
Candida parapsilosis tem sido frequentemente isoladas. Essa identificacdo poderia
ser justificada pelo aparecimento de métodos mais refinados, bem como pelo grau de
doenca dos pacientes, as intervencfes as quais foram sujeitados e as drogas
utilizadas por eles. Dentre os métodos de identificacdo, destaca-se o uso de
CHROMagars Candida (CHROMagars, Paris, France), que é um meio a base de agar
gue possibilita a diferenciacdo das diferentes espécies (C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis e C tropicalis. Também sdo utilizados testes bioquimicos, marcacéo
génica (gene 28S do RNAr) e PCR no qual um par de nucleotideos homologos com
sequéncia especifica inicia a amplificacdo do DNA alvo. O mais importante nessa
técnica € que os primers usados sejam especificos e ndo amplifiguem DNA néo
desejavel (do hospedeiro ou de outro microrganismo quando o alvo é a identificagéo
de C. albicans, por exemplo). Apesar do desenvolvimento de técnicas, a maioria dos
diagnaosticos clinicos baseiam-se em metodologias ndo moleculares, seja pela
guantidade reduzida de equipamentos para desenvolver a técnica ou pela dificuldade
no preparo das amostras. A patogenicidade de Candida deve-se a fatores de

viruléncia, aderéncia a superficies (seja do hospedeiro ou dispositivos médicos),

24



formacéao de biofilme e secrecéo de enzimas. Por isso a importancia em compreender
as espécies de Candida albicans ou ndo-albicans.

Em 2013, Sardi et al.}” relataram em sua revisdo de literatura, que a incidéncia
de infec¢Bes fungicas aumentou significativamente, esse fato pode ter sido causado
pelo aumento da resisténcia e pelo numero reduzido de drogas antifingicas, que ainda
possuem muitos efeitos colaterais. Evidéncias sugerem que a maioria das infeccdes
produzidas por espécies do género Candida estdo associadas a organizacdo desse
fungo em biofilme. Essas comunidades biolégicas estdo inseridas em uma matriz
extracelular auto-produzida, que garante uma protecdo ao fungo, e associa-se a um
alto nivel de resisténcia antimicrobiana. Dessa forma, a busca por novas terapias vem
ganhando destaque a fim de contornar a resisténcia. H4 uma busca por novos
compostos antifungicos diferentes dos ja existentes que incluem os polienos, azois e
equinocandinas. Os agentes poliénicos e azodis tem acdo na membrana celular do
fungo, enquanto as equinocandinas estéo relacionadas a interrup¢édo da sintese da
parede celular do fungo. Ainda nessa revisdo, os autores destacam diversos
mecanismos de resisténcia de C. albicans aos antifungicos. Essa resisténcia pode ser
primaria ou secundaria, relacionadas as caracteristicas intrinsecas ou adquiridas pelo
patdgeno. Devido ao desenvolvimento da resisténcia, a busca por novas terapias
antifingicas tem acontecido, dentre elas o uso de plantas, nanoparticulas de prata,
uso de anti-corpos e uso da Terapia Fotodinamica visando combater a infeccdo e

minimizar danos ao individuo acometido por ela.

3.2 Resisténcia Antifungica

White et al.?4, em 1998, avaliaram os fatores clinicos, celulares e moleculares
gue contribuem para resisténcia fungica frente aos medicamentos. Segundo 0s
autores, a literatura demonstrou que a resisténcia fungica varia conforme a droga
avaliada. Um exemplo de mecanismo de acdo de um dos medicamentos, 0s agentes
azois, que podem contribuir para a resisténcia fungica dos microrganismos, € a
inibicdo da biossintese do ergosterol por esses medicamentos, alterando a funcéo de
enzimas e a integridade da membrana citoplasmatica. Com essa alteragdo, o0s
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,

distribuicAo e metabolismo da droga) e as interagbes medicamentosas sao
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parametros que podem influenciar no surgimento de resisténcia dos microrganismos
aos antifungicos, além de fatores inerentes aos individuos como a imunidade, o local
e severidade da infeccdo e a presenca de fatores de risco, como as proteses. Embora
muitos fatores que contribuem para a resisténcia foram identificados pelos autores, ha
apenas informacfes rudimentares sobre o mecanismo pelo qual esses fatores
contribuem para a resisténcia aos medicamentos. Os autores concluiram que o
avanco do conhecimento da resisténcia fungica pode auxiliar no desenvolvimento de
novas estratégias para o diagndstico e tratamento das infec¢des visto que novas
drogas existentes podiam continuar gerando mecanismos diferentes de resisténcia
fungica.

Em 2001, Chandra et al.®, avaliaram a formacgéo de biofilme sobre corpos-de-
prova de metilmetacrilato e de silicone. Foram utilizadas duas espécies para formacao
do biofilme, C. albicans e Saccharomyces cerevisae, cepa padréo e isolados clinicos.
A atividade metabdlica foi verificada por meio de fluoréforos e microscopia confocal a
laser. Além disso, foi realizado teste de susceptibilidade dos microrganismos ao
fluconazol, anfotericina B, Nistatina e Clorexidina (concentracdo de 0,5 a 256 mg/mL).
ApoOs a fase de adesdo, os microrganismos se agrupam em comunidades celulares
complexas e organizadas, envoltas por uma matriz de polissacarideos, o biofilme, que
atua como uma barreira protetora contra as defesas do organismo e drogas
antifingicas. Por meio da Microscopia Confocal de Varredura, os autores observaram
gue os biofilmes de C. albicans sé&o formados de elementos néo celulares e celulares.
Enquanto que S. cerevisae ndo apresentou capacidade de formar biofilme maduro,
mas aderiu-se a superficie dos corpos-de-prova testados. Esse estudo, direcionou a
investigacdo dos mecanismos moleculares de formacao de biofilme, principalmente
para Candida, bem como o desenvolvimento de resisténcia antifingica ligada ao
mecanismo de formacéo de biofilme.

Em 2014, Cowen et al.#’, publicaram uma revisdo sobre os mecanismos de
resisténcia das drogas antifungicas. A terapia antifiungica é o tratamento mais
recomendado para o0 manejo do paciente com doencas fangicas agudas e cronicas.
No entanto, as opc¢les de tratamento sdo restritas por causa do nimero escasso de
medicamentos antifungicos disponiveis, além do desenvolvimento de resisténcia aos
mesmos, 0 que limita as classes de medicamentos disponiveis como tratamento.
Assim, tem-se a evolugéo de organismos multirresistentes a varias classes diferentes
de agentes antifungicos, especialmente fungos do género Candida. Ha diversos

mecanismos envolvidos na resisténcia, dentre eles a alteracdo em genes. Os
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antifangicos da classe dos azéis interferem na biossintese do ergosterol, o que
promove alteracdo na estabilidade, permeabilidade e na acdo de enzimas ligadas a
membrana. O alvo especifico dos azdis € uma enzima do citocromo P450- e enzima
14-a lanosterol demetilase (gene conhecido como Erg11 em leveduras). A ligagédo do
azol blogueia essa enzima, interrompendo assim a via biossintética. Uma
superexpressao de ERG11 é comumente relacionada com a resisténcia aos azoéis em
C.albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei. Outro mecanismo de
resisténcia € a ativagcdo de bombas de efluxo associadas a membrana, que
reconhecem diversos produtos quimicos garantindo resisténcia a multiplas drogas
(MDR). Nos fungos, dois diferentes sistemas de efluxo modulam a resisténcia aos
azois, a superfamilia de ligacdo ao ATP (ABC) e a superfamilia de facilitadores de
membrana (MFS). Em C. albicans, a classe dos principais transportadores envolvidos
na resisténcia aos azois inclui o MDR1, CDR1 e CDR2, bem como outros
transportadores. Uma regulacdo aumentada de CDR1 e CDR2 modulam a resisténcia
aos azois por aumento do efluxo da droga e reducdo do seu acumulo intracelular.
Além disso, os autores relatam que anormalidades cromossémicas, defeitos
mitocondriais, associacdo de mecanismos, organizacdo em biofilmes, chaperona
Hsp90 e outros fatores relacionam-se com a resisténcia principalmente aos azois.
Assim, uma compreensao detalhada dos principais mecanismos de resisténcia e 0s
fatores que contribuem para sua evolugcédo sao importantes no desenvolvimendo de
novas drogas antifingicas.

Em 2015, Freire et al.>¢ avaliaram os efeitos da aPDT sobre biofiimes de C.
albicans por meio da andlise da expressao de genes envolvidos na producdo de
enzimas hidroliticas (SAP5), lipase (LIP9) e fosfolipase (PLBZ2). 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 expressao génica foi realizada
através da técnica de RT-qPCR. Para o tratamento com aPDT, foi utilizado luz de
baixa poténcia (vermelho visivel, 660 nm) e o azul de metileno (300 uM) como
fotossensibilizador. Foram avaliados dois grupos experimentais: aPDT e o controle
sem sensibilizagdo com azul de metileno e auséncia de luz. Os autores observaram
que aPDT diminuiu a expressao do gene SAP5 em 60% enquanto observaram
reducdo de 50% expressédo dos genes LIP9 e PLB2. Quando os autores compararam
o perfil de expressao de cada gene entre os grupos, foi observada diminuicdo na
expressao génica, o que pode levar a conclusdo de que a aPDT tem potencial para

reduzir a expresséo de genes relacionados com a producéo de enzimas hidroliticas
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em C. albicans.

Em 2017, Whaley et al.?!, em uma revisdo de literatura, investigaram a
resisténcia a classe de antifungicos azdlicos utilizados habitualmente para tratamento
de infec¢des por Candida spp. Ha diversos relatos de resisténcia intrinseca (primaria)
ou desenvolvida (secundaria) a essa classe de antifungicos,sendo necessario
compreender e desvendar os mecanismos envolvidos nesse processo. Um desses
mecanismos € a mutacdo no gene ERG11, o qual participa ativamente na conversao
de lanosterol em ergosterol. Essa mutacdo impede a acdo do azol na membrana
celular do fungo. Além disso, uma superexpressao desse mesmo gene é capaz de
induzir resisténcia. Outro mecanismo, envolve a superexpresséo de bombas de efluxo
MDR1, CDR1 e CDR2. Essas moléculas transportadoras de membrana tornam-se
mais numerosas na parede celular impedindo a permanéncia intra-celular do farmaco
e consequente acao do mesmo. Além disso, foi relatada a inativacdo do gene ERG3,
que também participa do processo de biossintese do ergosterol, essa inativacao
acarreta em uma subproducéo do ergosterol. Diantes desses mecanismos, 0s autores
consideram necessario uma compreensdo melhor de como esses mecanismos de
resisténcia realmente ocorrem nas espécies de C. albicans e ndo albicans.

Em 2018, Panariello et al.%’, investigaram o efeito do fluconazol na matriz
extracelular de biofilmes de cepas de C. albicans e C. glabrata sensivel e resistente a
esse farmaco. Os B-glucanos da matriz extracelular impedem a penetracdo do
fluconazol em biofilmes de Candida, enquanto o DNA extracelular (eDNA) contribui
para a arquitetura do biofilme e resisténcia. Nesse estudo foi caracterizada a matriz
extracelular de biofilmes de C. albicans e C. glabrata sensivel e resistente ao
fluconazol na presenca ou auséncia desse farmaco. Cepas de C. albicans susceptivel
(ATCC 90028 -CaS) e resistente ao fluconazol (ATCC 96901 -CaR), e C. glabrata
susceptivel (ATCC 2001 -CgS) e resistente ao fluconazol (ATCC 200918 -CgR) foram
submetidas ao Teste de Minima Concentragao Inibitoria(MIC), que revelou que para
CasS a concentracao de 16 pg/mL promoveu reducéo, quando comparada ao controle,
ja paraa CaR a concentracdo de 256 pg/mL promoveu a reducao esperada. Baseados
nisso, os autores cultivaram biofilmes dessas cepas em meio RPMI com ou sem
fluconazol a 5 x 0 MIC (37°C / 48 horas). Os biofilmes foram avaliados por unidade
formadora de colonia (UFC) / mL, biomassa e componentes da matriz extracelular
(polissacaridos alcalinos sollveis [ASP], polissacaridos solliveis em agua [WSP],

eDNA e proteinas). Nos biofilmes, o fluconazol reduziu UFC/mL de todas as cepas,
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com excecdo do CaS. O fluconazol afetou a morfologia celular e a estrutura do
biofilme, impedindo a formacao de hifas em biofilmes de CaS e CaR, diminuindo o
namero de células em biofilmes de CgS e CgR. Assim, 0s autores concluiram que o
fluconazol impacta biofilmes de C. albicans e C. glabrata pela reducdo da biomassa.
Esta biomassa reduzida coincidiu com o menor nimero de células e a quantidade de

WSPs. A producéo de hifas por C. albicans também foi reduzida.

3.3 Terapia Fotodinadmica Antimicrobiana

Em 2000, Machado et al.?® relataram os principios da PDT, suas aplicactes e
perspectivas. Essa terapia tem sido usada com sucesso no tratamento de uma
variedade de tumores, e héa tentativas para entender sua agéo na inativacao de virus
Nno sangue e nos componentes sanguineos. O autor, relata sucesso na inativacdo do
virus herpes, pelo emprego de diferentes derivados da ftalocianina. A analise dos virus
demonstrou a ocorréncia de dano ao envelope viral, 0 que inviabiliza sua adsorcéo ou
penetracdo nas células sadias. Segundo os autores, a aPDT também tem se mostrado
aplicavel em um numero consideravel de outras doencas e na descontaminacao de
sangue. Em alguns casos, quando as doencas se tornam resistentes as terapias
comumente utilizadas, a aPDT tem-se mostrado uma alternativa viavel de tratamento.
O desejavel é que desenvolvam novos fotossensibilizadores com caracteristicas
melhoradas, como por exemplo maior seletividade frente as células e ou tecidos-alvo,
e maior absorbancia molar, de modo a permitir uma maior efetividade do tratamento.

Em 2007, Konopka et al.?6, em uma revisdo de literatura, relataram que o
mecanismo de acdo da terapia fotodindmica consiste no uso de uma luz, em
comprimento de onda adequado que promove a fotoativacdo do fotossensibilizador,
na presenca de oxigénio. O fotossensibilizador ativo, juntamente com o0 oxigénio
disponivel, ocasionam a formacéo de espécies reativas de oxigénio, como 0 oxigénio
singlete e radicais livres que promovem danos aos componentes celulares. H4 um
crescente aumento no emprego da aPDT na Odontologia, principalmente no
tratamento do cancer oral, na inativacdo de microrganismos e no diagndéstico da
malignidade das lesBes orais. Além disso, a aPDT tem sido utilizada no tratamento de
leucoplasia oral, liqguen plano e cancer de cabeca e pescoco. Os autores destacam
como pontos positivos dessa técnica o fato de ndo ser invasiva, tratar seletivamente
a area afetada e melhorar a qualidade de vida do paciente. Citaram também que a
aPDT é uma modalidade eficaz no tratamento de infec¢des bacterianas, fungicas,

parasitarias e virais. Segundo 0s autores, essa terapia ndo causa efeitos genotoxicos
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ou mutagénicos as células do hospedeiro, sendo segura a longo prazo. Também foi
relatado o emprego da PDT sobre biofilmes orais, segundo os autores, essa terapia
promove a ruptura da matriz do biofilme, trazendo importantes consequéncias para a
homeostase do mesmo. Os autores concluiram que os estudos deveriam ser
direcionados na busca por fotossensibilizadores mais seletivos uma vez que a
cavidade oral é especialmente adequada para aplicacdo da PDT, uma vez que &
acessivel a iluminacao

Em 2011, Dovigo et al.’® avaliaram a efetividade da PDT na inativacdo de
suspensoes celulares e biofilmes de C. albicans e C. glabrata, susceptivel e resistente
a fluconazol, por meio da utilizacdo do FS Photogem® e da iluminacdo com LEDs de
comprimento de onda azul (455 nm). A solucéao estoque de Photogem® foi preparada
por meio de diluicdo em salina estéril e mantida ao abrigo de luz até o momento de
utilizd-la. As suspensodes celulares de cada cepa de Candida foram tratadas com 5
concentracfes de Photogem® e expostas a 4 tempos de iluminacdo segundo as
doses de luz aplicadas (14, 24, 34 ou 50 minutos). Para avaliagdo da viabilidade
celular apds a PDT, os autores utilizaram o método da contagem das coldnias viaveis
(UFC/mL). Para isso, apés a execucao dos experimentos, diluicdes seriadas de cada
amostra (102 e 103), foram plaqueadas em meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar,
e as placas foram incubadas por 48 horas. Com relagdo aos biofilmes, os mesmos
foram cultivados sobre um filtro de membrana de celulose e tratados com 25 mg/L de
Photogem® e iluminados por 37,5 J/cm?. Os resultados demonstraram que as culturas
planctonicas das cepas sensiveis e resistentes foram inativadas apds a PDT. Além
disso, foi observado reducédo significativa na viabilidade do biofilme para todas as
cepas de C. albicans e de C. glabrata avaliadas. Os autores demonstraram que as
cepas resistentes a fluconazol apresentaram menor susceptibilidade a PDT, em
comparacao com as cepas susceptiveis, e que os biofilmes foram mais resistentes a
terapia em relacéo as suspensdes celulares.

Mima et al.®®, em 2012, realizaram um estudo clinico randomizado,
investigando a eficacia da Terapia Fotodindmica clinicamente e micologicamente
guando comparada a terapia antifungica tépica no tratamento da estomatite protética.
Para isso, pacientes usuarios de proétese totais (n=40) que respeitaram os critérios de
inclusdo e exclusdo foram selecionados e de modo randomizado distribuidos nos
grupos. No grupo tratado com Nistatina (n=20), os pacientes receberam tratamento
com o antifingico (100 000 Ul) quatro vezes por dia durante 15 dias. Ja no grupo da

PDT, os pacientes recebiam o fotossensibilizador Photogem® (500mg/L) e ap6s 30
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minutos de incubacéo, tinham seu palato e protese iluminados com luz a 455nm, trés
vezes por semana durante 15 dias. Foi realizada coleta microbiologica na protese e
no palato e realizadas fotografias nos seguintes periodos: antes do tratamento, ultimo
dia do tratamento e 30, 60 e 90 dias apds tratamento. As colbnias foram quantificadas
(UFC/mL) e as espécies identificadas por testes bioquimicos. Os resultados
demonstraram que os tratamentos avaliados reduziram significativamente a UFC/mL
no final dos mesmos e no dia 30 do periodo de acompanhamento. Os grupos
Nistatiana e PDT apresentaram taxas de sucesso clinico de 53% e 45%,
respectivamente. C. albicans foi a espécie mais prevalente identificada. Os autores
concluiram que a PDT foi tdo eficaz quanto a Nistatina tdpica no tratamento da
estomatite protética.

Em 2013, Kato et al.5%, avaliaram o potencial da aPDT em uma dose subletal
em alterar a patogeneicidade de C. albicans e se as alteragfes induzidas por essa
terapia foram mantidas nas células-filhas. Para isso, C. albicans foi submetida ao
tratamente com o fotossensibilizador azul de metileno (0,05 mM) combinado com laser
de diodo GAIAS. In vitro foi avaliado os efeitos da aPDT no crescimento do
microorganismo, capacidade de formacéo de hifa, sensibilidade ao estresse oxidativo
e osmotico, integridade da parede celular e susceptibilidade ao fluconazol. In vivo foi
avaliada a patogeneicidade da inoculacédo de C. albicans em um modelo murino de
infeccdo sistémica. Os autores observaram reducdo na taxa de crescimento e a
capacidade de o fungo formar hifas em comparacdo com o controle (células nao
tratadas). A taxa de sobrevivéncia dos animais tratados com aPDT foi
significativamente aumentada em comparacdo ao grupo nado tratado. A aPDT
promoveu aumento na sensibilidade de C. albicans a alguns metabdlitos testados,
como sulfato de sédio, cafeina e peréxido de hidrogénio. O MIC para o fluconazol das
células tratadas com a aPDT foi reduzido. Entretanto, nenhum desses parametros foi
alterado nas células-filhas de C. albicans submetidas a aPDT, indicando que essa
terapia apresenta efeitos transitorios. Os autores sugerem que essa terapia possa ser
combinada ao fluconazol para tratar as infec¢oes por C. albicans.

Em 2014, Pires et al.®’, investigaram o efeito da PDT in vitro sobre o
crescimento de Pythium insidiosum utilizando trés fotossensibilizadores distintos: azul
de metileno, Photogem e Photodithazine. A resposta PDT, bem como a distribuicéo
dos FS, para diferentes tempos de incubacdo de 30, 60 e 120 minutos foram
avaliados. O azul de metileno ndo penetrou na célula do patdégeno e,

consequentemente, ndo houve inativacdo da PDT. Photogem mostrou distribuicéo

31



heterogénea, com pequena concentracao no interior das células. O Photodithazine®
mostrou uma distribuicdo mais homogénea dentro da célula localizacéo especifica no
interior da célula dependendo do tempo de incubacdo. Esse FS acumula-se primeiro
nos vacuolos intracelulares, e aproximadamente 1 hora depois, esta localizado por
toda a membrana celular. Os resultados desse estudo mostraram que os FS que
atravessam a membrana sdo mais eficientes para o Pythium insidiosum, pois sao
capazes de causar danos extensos ao organismo sob iluminacéo e, portanto, podem
ser boas opc¢des para tratamento clinico.

Em 2015, Carmello et al.*?, conduziram um estudo descrevendo a
fotoinativagéo de C. albicans em um modelo murino de candidiase oral, mediada por
Photodithazine® (PDZ) associado a Iluz LED. Os camundongos foram
imunossuprimidos e inoculados com C. albicans para inducéo de candidose oral. Apos
cinco dias da imunossupressdo, foi realizada uma aplicacdo de PDZ nas
concentracfes de 75, 100, 125 e 150 mg/L sobre a lingua dos animais e estes foram
submetidos a luz. Apés o tratamento, C. albicans foi recuperada da lingua dos animais
por meio de swabs estéreis e foi realizada avaliacao microbiolégica para quantificacao
da populacdo microbiana (UFC/ml). Apos 24 h de tratamento, os animais foram
sacrificados e as linguas foram removidas para analise histologica. De acordo com
resultados a associacdo de PDZ (100 mg/L) e luz LED (aPDT) reduziu 4,36logio de C.
albicans presente em lesdes induzidas em lingua de camundongo sendo eficaz na
inativacdo de C. albicans sem causar qualquer efeito prejudicial sobre os tecidos do
hospedeiro.

Carmello et al.*®* em 2016, avaliaram a eficacia da aPDT no tratamento de
candidose oral em um modelo murino utilizando Photodithazine (PDZ) com aplicacdes
sucessivas da terapia. Os autores desenvolveram um modelo de inducdo de
candidose 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 candidose oral.
Os tratamentos (aPDT mediada por PDZ e luz LED, PDZ, luz LED e Nistatina), foram
realizados durante 5 dias consecutivos, sendo uma aplicagdo ao dia. Apds o término
do tratamento, foi realizado um esfregaco das linguas dos camundongos para
recuperacdo das células de C. albicans e a avaliacdo macroscépica das lesdes.
Colbnias viaveis foram quantificadas e o niumero de UFC/ml determinado. Um grupo
de animais foram sacrificados 24 horas apG4s o tratamento e o outro grupo apos 7 dias

do tratamento para que as linguas fossem cirurgicamente removidas para analise
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histoldgica e analise da expresséo de citocinas inflamatérias (IL-1, TNF-a 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 apos o
tratamento. Os animais submetidos a aPDT também apresentaram remissdo completa
das lesdes orais, enquanto que 0s animais tratados com Nistatina apresentaram
remissao parcial de lesdes orais em ambos os periodos avaliados. A avaliacao
histologica revelou discreto infiltrado inflamatério nos grupos tratados com aPDT e
Nistatina em ambos os periodos avaliados. A aPDT induziu a expressédo de TNF- a
guando comparado com o controle (sem FS e sem luz) 24 h e 7 dias ap0s o
tratamento. Em resumo, os autores demonstraram que o modelo murino desenvolvido
neste estudo foi capaz de mimetizar a infeccéo por C. albicans bem como a aPDT foi
eficaz para o tratamento dos camundongos com candidose oral.

Em 2017, Romano et al.®%, observaram que a captacdo do fotossensibilizador
foi aumentada na aPDT quando as células de C. albicans foram previamente
iluminadas com luz LED de baixa dose. O tratamento com a aPDT habitualmente
consiste em aplicacdo do fotossensibilizador e a luz em um comprimento de onda
especifico, que leva a producdo de espécies reativas de oxigénio, que podem levar a
morte celular do microorganismo. Um adequado tempo de incubacdo do
fotossensibilazador juntamente com a dose de luz desempenham papel chave no
processo de inativacdo pela aPDT. Esse estudo demonstrou que, além do fato de o
fotossensibilizador ser incubado no escuro, uma aplicacao prévia de luz LED de baixa
intensidade foi capaz de alterar a permeabilidade da célula fungica, conduzindo mais
moléculas de fotossensibilizador ao citosol celular.

Em 2018, Carvalho et al.®! investigaram os efeitos da aPDT, utilizando uma
clorina e6 como fotossensibilizador sobre o crescimento de C. albicans (ATCC 10231),
formacdo de biofilme, producdo de ROS e permeabilidade celular. Os autores
observaram que a aPDT foi capaz de inibir o crescimento e a formacédo de biofilme.
Além disso, a terapia mediada pelo fotossensibilizador clorina e6 produziu nivel
aumentado de ROS (seis vezes mais) e aumento em cinco vezes a permeabilidade
da membrana celular de C. albicans. Assim, 0s autores concluiram que essa
modalidade pode levar a danos irreversiveis na membrana celular do fungo,
ocasionando morte celular.

Em 2018, Chien et al.%? avaliaram os mecanismos pelos quais C. albicans
responde a aPDT. Para investigar esses mecanismos, fatores de transcricdo como

Hogl, SAPK e CAP1 foram avaliados por meio da delecdo de cada um desses genes.

33



Supressdao de qualguer um dos genes SSK2, PBS2 e HOG1 diminuiu
significativamente a taxa de sobrevivéncia, indicando que a mediacdo por Hogl e
SAPK é necessaria para tolerancia a aPDT. Além disso, o fator de transcricdo CAP1
que regula véarios genes antioxidantes, foi altamente expresso durante a resposta a
aPDT. A delecdo desse gene CAP1 também resultou na diminuicdo das taxas de
sobrevivéncia de C. albicans. O estudo demonstrou a importancia do Hogl SAPK e
CAP1, que intermedia a resposta ao estresse oxidativo ocasionado pela aPDT em C.
albicans. Compreender os mecanismos pelos quais C.albicans responde a aPDT, e
consequentemente a eliminacdo de ROS sera muito util para o desenvolvimento de
terapéutica para controlar doencas infecciosas fungicas, particularmente as da pele e

infecgdes da mucosa.

3.4 Expressdao de Genes de Viruléncia e Envolvidos na Sintese de Ergosterol
Em 1993, Cha e Tilly®3 discutiram a influéncia de cada componente da técnica
de PCR na especificidade, eficiéncia e fidelidade da técnica. Segundo os autores, 0
PCR € uma técnica in vitro utilizada para amplificagdo rapida 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 sao 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, citaram estudos prévios, indicando trés parametros
essenciais que influenciam o PCR: as condi¢cdes tampdes; as caracteristicas dos
ciclos do PCR (temperatura de anelamento, duracédo de cada passo, entre outros); e
a enzima DNA polimerase. Segundo 0s autores essas caracteristicas devem ser
atentamente avaliadas e planejadas anteriormente a realizacdo da técnica.

Os autores Bustin® e Thornton e Basu®, discorreram sobre as caracteristicas
ideais que os primers devem apresentar para serem utilizados na técnica de gPCR.
Estas caracteristicas incluem o tamanho do primer que deve ter tamanho adequado
para ser especifico e ser curto o suficiente para que se ligue ao gene alvo e nao a
outros genes. Geralmente o tamanho mais aceito é entre 18 e 24 pares de base®*.
O tamanho do produto de PCR (PCR product size): deve estar entre 80 e 150 pares
de base®. Essa caracteristica é importante para a reacdo de polimerizacdo. A
temperatura de Melting (Tm) € um importante parametro a ser respeitado, pois garante
estabilidade na interacdo entre o primer e o seu alvo®. A Tm do Forward deve ser

proxima da temperatura do Reverse. Outro aspecto, relaciona-se a quantidade de
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bases nitrogenadas do tipo guanina (G) e citosina (C) em relagéo ao total de bases, e
essa porcentagem de GC% deve estar proxima a 50%°%¢. As bases G e C apresentam
ligacOes de hidrogénio mais fortes, aumentando a eficiéncia da ligacdo. No entanto,
se esta porcentagem for maior que 50%, ndo apresenta uma boa desnaturacéo, pois
necessitam de uma temperatura alta, propiciando uma reagdo menos eficiente®. O
GC Clame se refere ao maximo de AG das ultimas 5 bases nitrogenadas no sentido
3’ do primer®®, Apresentar 1 a 2 CG Clamps é ideal pois permite que o primers tenha
uma ligagao forte a fita alvo, tornando-o mais especifico®. Estruturas secundarias séo
produzidas por interacdes intermoleculares ou intramoleculares e sua presenca nos
primers pode conduzir a um produto inespecifico®*%°. O primer pode estabelecer
ligacdo com ele mesmo (interacdo intramolecular, como por exemplo, os hairpins) ou
ligar-se ao outro primer (interacao intermolecular, como por exemplo, os self dimers e
os cross dimers). Essas estruturas devem ser evitadas®.

Segundo Yin et al.%%, em 2001, o Real Time RT-PCR é o método de escolha
para quantificagao de citocinas e fatores de crescimento do RNA mensageiro (RNAm).
Além disso, existem outros métodos, como Northern Blot, RNase, hibridizac&o in situ,
porém o método de RT-PCR é o mais sensivel e especifico para mensurar a
expressdo de RNAmM na amostra. Nesse estudo foram avaliados dois métodos de
deteccédo dos produtos de PCR: sondas fluorogénicas e coloracdo por SYBR Green.
Ambos os métodos apresentaram deteccédo rapida e reprodutivel da expresséo de
genes. A principal vantagem do método de SYBR Green frente as sondas
fluorogénicas € a facilidade de uso e custo menor, porém as sondas apresentaram
deteccédo e especificidade superior. Sendo assim, para genes expressos em niveis
mais baixos seria mais adequado utilizar o método de sonda fluorogénica.

Em 2002, Hwang et al.5” estudaram a acdo da enzima superéxido desmutase
contendo cobre e zinco (Cu/ZnSOD), umas das enzimas antioxidantes mais
determinantes sobre a viruléncia de alguns microorganismos. Por meio da técnica de
“URA blaster”, foi realizada a disruptura do gene SOD1, seguida de analise. O
resultado dessa mutacdo mostrou menor formagcdo de hifa em meio especifico
“Spider”. Os autores ainda relatam que esse mutante € mais sensivel a menadiona,
um agente redoxciclante. Porém ainda apresenta uma resposta ao estresse oxidativo.
Além disso, as células mutantes de SOD1 apresentaram crescimento mais lento
comparadas as cepas de referéncia. Esses resultados sugerem que a mutacéo de
SOD1 em C. albicans proporciona uma susceptibilidade maior a atividade fungicida

de macrofagos, quando comparada as cepas de referéncia. Assim, 0os autores
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concluiram que a enzima Cu/Zn SOD desempenha um papel essencial para a
protecdo do fungo C. albicans contra os estresses oxidativo.

Martchenko et al.'%, em 2004, conduziram um estudo no qual identificaram trés
potenciais de genes da familia superoxido dismutase em C. albicans. E assim,
estudaram a expresséao, regulacdo e funcdo desses genes em especial, 0 SOD5.
Neste estudo caracterizam os 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
gue o SOD3, na mitocondria. Com o intuito de avaliar 1 dos 3 novos genes (SOD4,
SOD5 e SODG6) identificados na sequéncia do genoma de C. albicans, os autores
cultivaram cepas padrédo de C. albicans e de Escherichia coli e 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 analises
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 confeccdo de genes mutantes do SOD5 para analisar se realmente a
remocao deste gene alvo interferiria nos resultados. Os autores observaram que a
transcricdo do gene SODS5 foi super expressa durante a transformacgéao morfologica de
levedura para hifa de C. albicans, assim como a expressédo desse gene foi aumentado
guando células eram cultivadas em substratos ndo fermentados com Unica fonte de
carbono. A supressao do gene SOD5, através do gene mutante, produziu uma cepa
mutante viavel que mostrou sensibilidade ao peréxido de hidrogénio. Portanto, os
autores concluiram que o gene SOD5 é necessario para a viruléncia de C. albicans
em um modelo de infeccdo. No entanto, a cepa mutante do gene SOD5 (sodb5)
apresentou a mesma resisténcia ao ataque de macréfagos que a cepa padrao, o que
sugere gque 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 os testes funcionais nao
mostram envolvimento de SOD5 na defesa contra a morte induzida por macrofagos.
Porém, os efeitos da supressdo do gene de viruléncia SOD5 podem sugerir o
envolvimento de Sod5p na remocgéo de superoxidos produzido pelo hospedeiro. Com
iSso, a expressao génica de SOD5 aumenta a formacdo de hifas, sendo que a
auséncia deste gene promove efeito na viruléncia deste microrganismo.

Em 2005, Pasrija et al.®® caracterizaram a mutacdo do gene ERG1 no

mecanismo de biossintese do ergosterol. A interrupcao do gene ERG1 de C. albicans,
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gue codifica esqualeno epoxidase, ocasiona desequilibrio na producéo de ergosterol
e acumulo do esqualeno, um dos seus precursores que pode ser toxico no meio intra-
celular do fungo. Além disso, 0s autores observaram que as cepas mutantes com a
delecdo do gene ERG1, foram incapazes de formar hifas em varios meios. Neste
estudo os autores concluiram que a auséncia do ergosterol possui efeito direto na
susceptibilidade e morfogénese de C. albicans.

Em 2009, Borecka-Melkusova et al.%%, por meio da técnica de transcricdo
reversa PCR e PCR em tempo real, avaliaram a expressao dos genes ERG1, ERG3,
ERG7, ERGY9, ERG11 e ERG25 em resposta a incubacdo com fluconazol e a
formacao de biofilme em isolados de C. albicans e C. dubliniensis. A expresséo do
gene ERG11 foi encontrada como sendo baixa ou moderada e foi regulada pela adicao
de fluconazol mais do que pela formacao de biofilme. Uma expresséo muito baixa ou
ndo detectavel foi identificada par os genes ERG1, ERG7 e ERG25 em C. albicans. A
expressdo do ERG9 aumentou na presenca do fluconazol em alguns isolados. Apés
a incubacdo com fluconazol, a formacdo de biofiime por C. dubliniensis foi
acompanhada de uma “up-regulation” dos genes ERG3 e ERG25 em C. albicans.

Visando investigar como a exposi¢ao ao fluconazol afeta os genes ERGs, Nailis
et al.®%, em 2010, investigaram a resposta transcricional em biofilmes maduros e
jovens, cultivados in vitro, apos um curto e longo periodo de exposicao a altas doses
de fluconazol ou anfotericina B. O tratamento de biofilmes com altas doses de
antifingicos resultou em uma resposta transcricional especifica. A exposicdo dos
biofilme ao fluconazol induziu a regulacéo positiva de genes que codificam enzimas
envolvidas na biossintese de ergosterol (ERG1, ERG3, ERG11 e ERG25). O
tratamento de biofilmes com anfotericina B resultou na superexpresséo de KRE1 e
SKN1, dois genes que codificam proteinas envolvidas na biossintese de [(-1,6-
glucano. Os dados indicam que as ceélulas sésseis de C. albicans apresentam
regulacéo controlada da expresséo génica, pois sintetizam rapidamente uma resposta
transcricional especifica para o farmaco na presenca de altas doses de antifingicos.
Essas alteracdes transcricionais sugerem aumento da biossintese de ergosterol (para
o fluconazol) e aumento da biossintese de B-1,6-glucano (para anfotericina B) em
células sésseis de C. albicans que podem contribuir para um fendtipo de biofilme
resistente.

Nesse mesmo ano, Nailis et al.’® investigaram a relagdo da patogenicidade da
C. albicans e a formacgéao de biofilme. Para isso, relacionaram outros estudos que

comprovaram que a expressao de genes das familias HWP (hyphal wall protein), ALS
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(agglutinin-like sequences), SAP (secreted aspartyl proteases), PLB (phospholipase
B) e LIP (lipase) associam-se com a formacdo do biofilme em superficies mucosas.
Através da técnica de qPCR, investigaram se esses genes que codificam potenciais
fatores de viruléncia séo expressos em maiores quantidades em biofilmes associados
a superficies abioticas. Para isso, biofilmes de C. albicans foram formados em placas
com microtitulacéo de silicone (MTP), em reatores “Centre 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). De acordo com com os resultados observados, os genes HWP1 e os
pertencentes as familias dos genes ALS, SAP, PLB foram expressos nos biofilmes de
C. albicans. Os genes ALS1 ao ALS5 foram ativados em todos os diferentes modelos,
enquanto o gene ALS9 foi reprimido. Os genes HWP1 e ALS6 apresentaram super-
expressao em todos os modelos, exceto no MTP e RHE, respectivamente. Os niveis
de expressdao do SAP1 foram mais evidenciados nos modelos in vitro, enquanto a
expressdo dos genes SAP2, SAP4 e SAP6 foram maiores no modelo in vivo. Além
disso, SAPS5 foi muito regulada nos modelos in vivo e RHE. Para SAP9 e SAP10, a
expressao génica observada foi similar em todos os modelos experimentais. Nao
houve aumento de expressédo 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. Com isso, 0s autores concluiram que para o gene HWP1 e a
maioria dos genes pertencentes as familias ALS, SAP e LIP houve super expressao
em biofilmes de C. albicans. Outra conclusédo é que os resultados encontrados para
os diferentes modelos mostram diferenca estatistica entre eles, portanto ndo podendo
extrapolar os resultados de um modelo para o outro.

Em 2012, Yin e Chunyang 7°, em um estudo in vivo, compararam a producéo
de fosfolipase entre cepas de C. albicans resistentes e suscetiveis ao fluconazol, afim
de correlacionar a resisténcia a essa classe de droga antifangica com a viruléncia.
Para isso, quinze cepas de C. albicans resistentes ao fluconazol (CIM = 64 ug mlt) e
sensiveis ao fluconazol (CIM < 8 ug mlt) foram incubadas em agar gema de ovo para
detectar a atividade da fosfolipase. A viruléncia de C. albicans foi avaliada pelo tempo
médio de sobrevivéncia de camundongos infectados. A expressdao do RNAmM e da
proteina da fosfolipase B1 foi detectada pelo método de RT-PCR e Western blot.
Diferencas significativas entre os dois grupos de cepas de Candida foram observadas
na atividade da fosfolipase e no tempo médio de sobrevivéncia dos camundongos

infectados. A expressdo do RNAm e da proteina fosfolipase B1 (ambas das formas
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secretadas extracelular e intracelular) foi maior nas cepas resistentes do que nas
cepas suscetiveis. Os resultados indicam que a atividade da fosfolipase de C. albicans
pode estar relacionada a sua resisténcia a drogas antifingicas.

No ano de 2012, Nobile et al.”* estudaram a formacdo de biofilme de C.
albicans. Para isso, combinou métodos da genética classica, ferramentas do genoma,
sequenciamento de RNA e dois modelos em animais in vivo para compreender o mapa
do circuito de transcricdo responsavel pelo controle da formacao de biofilme em C.
albicans. Neste estudo, foram avaliados seis genes reguladores que controlam a
expressdo de mais de 1000 outros genes que participam da formacao do biofilme:
BCR1, TEC1, EFG1, NDT80, ROB1 e BRG1. Por meio de microscopia confocal,
observaram que as cepas mutantes para estes genes formam biofilmes com
arquitetura mais fina e com menor quantidade de hifas, quando comparados com o
biofilme formado com a cepa padréo. Para comprovacao do resultado encontrado, 0s
genes foram reintroduzidos e os biofilmes formados apresentaram arquitetura muito
semelhante ao da cepa parental. Assim, 0s autores comprovaram gue 0S genes
avaliados sao essenciais para a formacao do biofilme in vitro tanto para o modelo de
cateter quanto o de proétese.

Nesse mesmo ano, Monroy-Pérez et al.”? conduziram um estudo in vivo que
avaliou a frequéncia de expresséao 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 amplificacéo 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 os seus niveis de expressao foram determinados por
RT-gPCR. A expressao génica foi avaliada em um modelo de reconstituicdo de epitélio
vaginal humano (RHVE). Os autores concluiram com este estudo que 19% das
infeccbes vaginais foram causadas por C. albicans, e uma elevada proporcao 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
infeccéao.

Em 2014, Alves et al.”® realizaram um estudo para avaliar in vitro a co-infecgéo
por C. albicans e C. glabrata de um epitélio vaginal humano reconstituido (RHVE). A

capacidade de invasdo e colonizacdo de cada espécie foi avaliada através da
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hibridacdo de sonda de acido nucleico peptidico (PNA) especifico para cada espécie,
microscopia confocal (CLSM) e RT-gPCR. O dano ao RHVE foi avaliado pela medicao
da atividade de lactato desidrogenase (LDH); a expressédo génica dos genes de
viruléncia HWP1, ALSs, EPA, PLBs, PLD e SAPs nas espécies de Candida foi
avaliada pela técnica de gPCR para os genes testados. Foi observado que as duas
espécies induziram danos ao RHVE, no entanto, foi significativamente menor para C.
glabrata. Em contraste, essa espécie apresentou aumento significativo na capacidade
de colonizacdo e invasdo do RHVE quando essa espécie foi associada com C.
albicans. Dos genes de viruléncia testados, os autores verificaram que 0S genes
HWP1, PLD1 e ALS3 estavam associados a patogenicidade. Também foi observado
gue a expresséao dos genes ALS1 e HWP1 foi induzida no modelo de co-infec¢ao (com
ambas as espécies), enquanto que o gene ALS3 teve expressdo semelhante em
ambos modelos de infeccdo. Os autores concluiram que o modelo RHVE, juntamente
com ferramentas especificas utilizadas nas andlises, permitem a avaliagdo da
colonizacédo e invasao de Candida com uma Unica espécie ou co-infeccdo. Ainda com
esse modelo, concluiram que C. albicans é um colonizador do modelo RHVE muito
mais invasiva em comparagédo com C. glabrata. No entanto, foi ressaltado que a co-
infeccao do sitio por C. albicans juntamente com C. glabrata aumentou a colonizacao
e invasdo da C. glabrata. Os resultados deste estudo sugerem que 0sS genes de
viruléncia HWP1, PLD1 e ALS3 desempenham papel importante na patogenicidade
das duas espécies.

C. albicans responde ao estresse oxidativo e, essas reacdes podem ser
consideradas criticas para sua viruléncia uma vez que neutralizam as espécies
reativas de oxigénio (ROS) que sao geradas pelas células do sistema imunoldgico do
hospedeiro. Segundo Komalapriya et al.”4, 2015, o conhecimento dos processos
dindmicos envolvidos no estresse oxidativo de C. albicans é necessario para uma
compreensao adequada das interacfes fungo-hospedeiro. No estudo, os autores
adotaram uma abordagem interdisciplinar para explorar as respostas dinamicas de C.
albicans ao peroxido de hidrogénio (H202). O modelo matemético proposto integrou
duas vias principais de sinalizagéo do estresse oxidativo (vias Capl e Hogl) com os
trés principais sistemas antioxidantes (catalase, glutationa e tiorredoxina) e a via das
pentoses fosfato, que fornece equivalentes redutores necessarios para a adaptacao
ao estresse oxidativo. O modelo integrou o conhecimento existente desses sistemas
com novos conjuntos de dados gendmicos, protedmicos, transcriptdmicos,

moleculares e celulares. Segundo os autores, CAP1 é essencial nha modulagédo ao
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estresse oxidativo, sua ativacdo induz a transcricdo de diversos genes antioxidantes,
dentre eles CAT1, TSAL, TRR1, TRX1, GLR1, TTR1 e o préprio CAP1. A ativacéo de
HOGL1, contribui para indugcéo de CAP1. Segundo os autores, 0 modelo avaliado pode
fornecer dados quantitativos do estresse oxidativo que auxiliam na compreensao dos
mecanismos de patogenicidade de C. albicans.

Em 2017, Xu et al.”® avaliaram se a associacdo da berberina (BBR) e fluconazol
(FLC) apresentam acdao sinérgica contra C. albicans resistente ao FLC in vitro. Nesse
contexto,a BBR atuaria como antifingico de agdo nesse sinergismo, enquanto o FLC
desempenharia um papel secundario de aumentar a penetracdo da BBR no interior
da célula. O estudo elucidou o mecanismo que faz com que C. albicans resistente ao
FLC seja tolerante a BBR e 0 mecanismo pelo qual o tratamento com FLC poderia
ajudar na penetracdo da BBR intracelular. Os autores investigaram pela técnica de
Real Time RT-PCR o0s genes envolvidos na sintese de ergosterol(ERG1, ERGZ2,
ERG3, ERG4, ERG5, ERG6, ERG7, ERG10, ERG11, ERG13, ERG24, ERG25), além
dos genes MDR1, CDR1 e CDR2. Todos esses genes estdao envolvidos nos
mecanismos de resisténcia de C. albicans. A analise quantitativa do ergosterol
mostrou que o tratamento com a BBR poderia aumentar o conteddo do ergosterol
celular. A técnica de Real Time RT-PCR revelou uma regulacéo global de genes de
sintese de ergosterol em resposta a exposicdo a BBR. Além disso, o ergosterol
exogeno poderia diminuir a taxa intracelular e aumentar a expressao dos genes da
bomba de efluxo (MDR1,CDR1 e CDR2) do farmaco, reduzindo a suscetibilidade de
C. albicans a BBR. Semelhante ao FLC, outros agentes antifingicos que atuam na
biossintese do ergosterol foram capazes de atuar sinergicamente com a BBR contra
C. albicans resistente ao FLC. Contudo, os agentes antifingicos que ndo atuam no
ergosterol ndo foram sinérgicos com a BBR. Os resultados desse estudo, sugeriram
gue o ergosterol é necessario para a tolerancia a BBR, e que o FLC aumenta a
susceptibilidade de C. albicans resistente ao FLC a BBR, pois permite que essa droga
penetre no interior da célula e promova a inibicdo da biossintese do ergosterol.

Em 2018, Hosseini et al.”®, avaliaram os efeitos de nanoparticulas de 6xido de
zinco (ZnO-np) em proteinas de adesédo como a aglutinina (ALS1 e ALS3). Para isso,
Candida spp. oriundas de infec¢des do trato urinario foram coletadas de 280 mulheres
voluntarias admitidas no hospital Sayad Shirazi, no nordeste do Ird no ano de 2018.
Um total de 115 cepas de C. albicans suscetiveis e 10 resistentes ao fluconazol foram
expostas as particulas de ZnO-np (intervalo de 0,02 a 18,1 ug / ml). A expressao dos

genes ALS1 e ALS3 foi avaliada por PCR em tempo real. Os autores observaram que
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0 ZnO-np é eficaz na reducéo da expresséo de ALS1 e ALS3 em cepas resistentes
ao fluconazol. Portanto, o ZnO-np pode ser um candidato no controle de cepas de C.
albicans de infec¢des urinarias, particularmente em instrumentos meédicos.

Em 2018, Alonso et al.”” publicaram um artigo que investigou primers
especificos para C. albicans em uma andlise in silico e in vitro. A analise in silico foi
realizada por meio de uma pesquisa no Pubmed de artigos que possuam sequéncias
de primers especificos para analise da expressao génica de C. albicans. Em seguida,
a similaridade da sequencia de vinte e oito primers foi verificada através dos
programas BLASTn e ClustalW2. A analise das estruturas secundarias foi realizada
usando MFold. Foram realizados testes com primers da literatura e quando esses nao
apresentaram caracteristicas satisfatorias (presenca de estruturas secundarias,
temperatura de melting (Tm) discrepantes para o foward e reverse das sequéncias e
falta de especificidade) apds analise in vitro, novos primers foram projetados usando
Beacon Designer™ e sequiéncias obtidas a partir do "Candida Genome Database". Os
primers selecionados foram testados in vitro por PCR utilizando DNA genémico de
cinco espécies de Candida diferentes (C. albicans, C. glabrata, C. dubliniensis,C.
krusei e C. tropicalis). Os produtos de PCR resultantes foram analisados quanto a sua
integridade em gel de agarose. As reacdes de qPCR foram realizadas para determinar
a concentracdo oOtima dos primers e a eficiéncia. O PCR demonstrou que primers
publicados para o SAP1 e HWP1 eram especificos para C. albicans, ja o primer para
0 SODL1 reagiu com C. albicans e C. dubliniensis. A sequéncia de primers designados
para os genes ACT1, ALS1 e HWP1 foi especifica para C. albicans, enquanto que as
de CAP1, CAT1, EFG1, LIP3 e PLB1 foram especificas para C. albicans e C.
dubliniensis. Esses primers foram otimizados e todos apresentaram um Unico pico na
“Melting Curve”, coeficiente de correlagdo de =1 e eficiéncia de reacdo de qPCR de
90-110%, com slope de =-3,3. Portanto, esses primers foram considerados
adequados para futuras analises de expressao génica a partir de amostras clinicas.

Em 2019, Barbosa et al.”® isolaram Candida spp. da saliva de usuéarios de
prétese e avaliaram fatores de viruléncia. Também investigaram o efeito antifingico
de trés enxaguatdérios bucais. Para isso, quarenta e trés leveduras de Candida foram
isoladas de 32 dos 70 pacientes selecionados, e os fatores de viruléncia das espécies
C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis foram investigados
pela técnica de PCR. Apenas C. albicans apresentou genes relacionados a adeséo e
proteinases (ALS2, ALS3, SAP1 e SAP3). A atividade da aspartato proteinase (SAPS)
foi encontrada em 60,46% dos isolados. Esses fatores desempenham um papel
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fundamental no desenvolvimento da infeccdo, especialmente em

suscetiveis, como os idosos, pacientes imunocomprometidos e aidéticos.

individuos
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4 MATERIAL E METODO
4.1 Coleta das Amostras

Para o desenvolvimento do presente estudo foram avaliadas isolados de
cepa de C. albicans (ATCC 96901- resistente a fluconazol) (Rockville, MD)
recuperadas de camundongos com candidose oral induzida que foram
submetidos ao tratamento com aPDT mediada pelo Photodithazine® (PDZ)
(derivado de clorina €6, produzido em Moscou, Russia — VETADRAND, Co)
associado a luz LED (LXHLPROQ9, Luxeon Il Emitter, Lumileds Lighting, San
Jose, CA, USA) (660nm) de 50 J/cm? 43, Nistatina (suspensédo oral 100.000 Ul)
ou associacdo dos tratamentos (NIS+PDT ou PDT+NIS). Esse estudo
corresponde a Dissertacao foi intitulada “Avaliacdo da eficacia da Terapia
Fotodinamica Antimicrobiana no tratamento de candidose oral em camundongos
infectados com Candida albicans resistente a fluconazol” e foi desenvolvida pela
aluna de mestrado Karem Janeth Rimachi Hidalgo (bolsista da CAPES)*. A
seguir estdo descritos alguns detalhes desta pesquisa (Quadro 1 e Quadro 2).

Para inducdo da infeccdo, os animais foram imunossuprimidos com
injecdes subcutaneas de prednisolona nos dias 1, 5, 9 e 13 do experimento na
dose de 100 mg/kg de massa corporal. Tetraciclina (0,83 mg/mL) foi
administrada durante todo periodo experimental. No dia 2, os animais foram
sedados com 0,1mL de cloridrato de clorpromazina 10 mg/mL e Mini-swabs
estéreis embebidos na suspensao de C. albicans seréo friccionados por todo o
dorso da lingua dos animais, por 30 segundos, para assegurar a infeccdo
(Quadro 1). No dia 7 a infeccdo estava presente e os tratamentos foram

realizados (dias 7 a 11)%.

Quadro 1 - Relacdo das etapas realizadas em cada dia do experimento em animais

Dias Protocolo experimental (Procedimentos)
1a1l8 Antibioticoterapia
1,5,9e 13 Imunossupressao
2 Inoculacéo por C. albicans (friccdo mini-swab)
7all Realizacdo dos tratamentos: aPDT, Nistatina ou associacado dos

tratamentos (aPDT+NIS ou NIS+aPDT)

12 e 18 Recuperacdo de C. albicans e sacrificio dos animais

Fonte: Elaboracao prépria.
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Os tratamentos foram realizados durante 5 dias consecutivos (Quadro 2),
e entao, foi realizada a recuperacéo de C. albicans. Para isso, mini-swabs foram
friccionados sobre o dorso lingual dos animais por 1 minuto. Estes swabs foram
transferidos para tubos contendo 1 mL de solucao salina e agitados por 1 minuto
para o desprendimento das células de C. albicans. Essa amostra foi diluida
(10! a 10*%) e plaqueada em duplicata em placas de Agar Sabouraud Dextrose
(SDA) incubadas em estufa durante 48 horas. ApoOs esse periodo, a coleta das
colénias foi realizada com auxilio de uma al¢a de inoculacdo. Uma col6nia) foi
armazenada em ependorfs contendo 300uL de glicerol 50%, esses foram
mantidos em freezer -80°C (Thermo Fisher Scientific™) até o momento da
realizagéo do teste de avaliagéo da suscetibilidade ao fluconazol (CIM e CFM).

Os animais foram sacrificados 24 hs e 7 dias apds a finalizacdo dos
tratamentos, a lingua foi removida cirurgicamente e parte dela foi armazenada
em 700pL de RNAlater (RNAlater Tissue Collection: RNA Stabilization Solution

Protocol Ambion®) para analise da expressao génica de C. albicans.
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Quadro 2 — Descricdo dos grupos de estudo e condi¢cdes experimentais do estudo em

camundongos
Grupos* Descricao
aPDT Na lingua dos animais, foi aplicado 200 mg/L de PDZ, permanecendo
(P+L+) incubado por 20 min, seguido por iluminacdo com luz LED 50 J/cm?.
P+L- Na lingua dos animais, foi aplicado 200 mg/L de PDZ, permanecendo

incubado por 20 min.

P-L+ As linguas dos animais foram iluminadas com 50 J/cm? de luz LED (19
minutos).
P-L- Os animais foram inoculados com a cepa e néo receberam qualquer tipo

(controle) de tratamento.

NIS Os animais foram tratados com antifangico Nistatina (100.000 Ul)
durante 5 dias.

aPDT+NIS | Na lingua dos animais foi realizada a aPDT e em seguida receberam o
tratamento com Nistatina (100.000 Ul).

NIS+aPDT | Os animais foram tratados com antifungico Nistatina (100.000 Ul) e em
seguida receberam o tratamento com aPDT.

*Para cada condigcdo experimental foram utilizados 24 animais por grupo, sendo que 12
animais as cepas foram coletadas nos diferentes periodos de 24 horas e 7 dias apés os
tratamentos.

Fonte: Elaboracéo prépria.

4.2 Avaliacdo da Susceptibilidade ao Fluconazol (CIM) das Células
Recuperadas Apds os Tratamentos

O teste de Minima Concentracdo Inibitéria (CIM) ao Fluconazol foi
realizado nos isolados nas recuperados dos animais que receberam tratamento
para avaliar se os tratamentos podem alterar o perfil de resisténcia das células
de C. albicans ao fluconazol. Esses isolados foram descongelados e
plaqueados. Assim, a susceptibilidade das células de C. albicans sem tratamento
(P-L-) e apés os tratamentos propostos foi avaliada de acordo com o método de
microdiluicdo em caldo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)7°.
O fluconazol (F8929, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi dissolvido em agua
estéril ultrapura®’. Como branco, foi utilizado 100 uL de RPMI (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) 1640 (2xconcentrado), mais 100 puL de agua estéril ultrapura

(sem células e agente antifungico). Como controle, apenas as suspensdes
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celulares foram testadas sem agente antifungico. Foram inoculadas diluicbes
seriadas de fluconazol (variando de 2 a 1024 pg/ml) em placas de 96 pogos com
suspensao de microrganismo ajustada para obter uma concentragéo final de
inéculo de 0,5x10° a 2,5x10% UFC/mL em meio RPMI 1640 2 x concentrado,
tamponado com pH 7,0 com tampéao de acido 3-N-morfolino propanosulfénico
0,65 M (MOPS)®’.

As placas foram incubadas a 35°C e observadas visualmente quanto a
presenca ou auséncia de crescimento apos 24 h. Além da leitura visual, a
densidade Optica de cada poco da placa foi medida em leitor de placa (EZ Read
400 Microplate Reader, Biochrom®) a 540 nm apos 24 horas de incubacdo. Foi
também realizado o plaqueamento em SDA em duplicata e a contagem de
colénia viaveis da Concentracdo Fungicida Minima (CFM). A CIM foi calculada
com base na densidade de crescimento e foram consideradas as menores
concentracbes de farmaco que resultaram em redugcdo no crescimento em
comparacdo com o controle de crescimento livre da droga. E foi considerada

CFM a concentracdo minima que resultou em auséncia de colonias.

4.3 Expressdo Génica de C. albicans Presente nas Linguas dos
Camundongos

A andlise da expresséo génica de C. albicans foi realizada no Laboratério

de Biologia Molecular da Faculdade de Odontologia de Araraquara sob a

supervisao da Profa. Dra. Marlise Inéz Klein Furlan. A metodologia RT-gPCR foi

utilizada com objetivo avaliar a expressédo de genes especificos de C. albicans

relacionados a viruléncia e resisténcia conforme descritos nos Quadros 3 e 4:
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Quadro 3 - Genes de viruléncia de C. albicans

Gene

Descricdo dos Genes

ALS1

Agglutinin-Like Sequence 1 (Aglutinina). O gene ALS1 codifica proteinas da
parede celular necessérias para adesao celular durante a fase inicial de
formacéo do biofilme. Tem papel complementar na formacéo de biofilme”.

CAP1

Adenilato ciclase. CAP1 é responsavel pela ativacdo de genes em resposta ao
estresse oxidativo em C. albicans. A sua ativacdo induz a transcricdo de varios
genes antioxidantes®’# ajudando na protecdo dos micro-organismos contra os
mecanismos de defesa do hospedeiro.

CAT1

Catalase. Atua como gene do estresse oxidativo. Ele caracteriza a via central de
desintoxicacdo de H.O, pela enzima catalase. CAT1 € um dos fatores de
transcricdo que contribuem significativamente para a viruléncia de C.
albicans"4,

EFG1

EFG1 é um gene regulador de transcri¢do. Controla a formacgéao de biofilme em
C. albicans. Faz parte do circuito regulador de hifas®®.

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®®72,

LIP3

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

PLB1

Fosfolipase B promove a adeséao e penetracao do fungo na célula do hospedeiro,
contribuindo para destruicéo tecidual**.

SAP1

Secreted Aspartyl Proteinase 1. SAP1 é um gene que codifica a expressao de
proteinase nas fases iniciais da adesao, refletindo na colonizagéo e contribuindo
para a leséo do tecido pois degrada as proteinas do tecido®*.

SOD1

Superoéxido dismutase. SOD1 é um gene que contribui para a viruléncia de C.
albicans expressando proteinas para que o fungo drible o estresse oxidativo e
sobreviva aos mecanismos de defesa do organismo®¢7.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Quadro 4 - Genes envolvidos na biossintese de ergosterol de C. albicans

Gene Descricdo dos Genes

ERG1 Squaleno epoxidase, catalisa um passo essencial na biossintese do esterol®.

C-5 esterol desaturase, converte esterdis saturados, como o0 episterol,
ERG3 introduzindo ligagBes duplas, participando assim das reacfes finais da
biossintese de ergosterol®.

Pertence ao citocromo da familia P450, € uma enzima chave na biossintese de
ERG 11 ergosterol catalisando a conversdo do lanosterol, por meio da remocédo do
grupo 14-a-metil*®.

Putative C-4 methyl esterol oxidase, importante para desmetilacdo C4 dos

ERG 25 intermediarios da biossintese de ergosterol®®.

Fonte: Elaboracao prépria.

4.3.1 Desenho de novos primers

Além dos primers para genes de viruléncia desenhados e padronizados
por Alonso et al.”’, Naglik et al.1* e Zhu et al.®, novos primers foram desenhados
e padronizados para os genes envolvidos na biossintese de ergosterol de C.
albicans. Em resumo, para padronizagao dos novos primers, foram realizadas as
seguintes etapas: 1-obtencdo do gene no formato FASTA na base de dados
“‘Pubmed-NCB/”; 2- analise de homologias através do Blast; 3- analise de
estruturas secundarias através da ferramenta Mfold e, finalmente, 4- andlise no

programa Oligo Primer Analysis Software™.

4.3.1.1 Obtencéo do gene no formato FASTA

Através de uma busca no site Pubmed-NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), as sequéncias no formato FASTA foram
obtidas para os genes ERG1, ERG3, ERG11 e ERG25. O nome do gene deve

ser colocado na lacuna “search” selecionando a opgao “Gene” ou “Nucleotide”

do site, uma nova janela é aberta, devendo clicar em cima do gene
correspondente a espécie de interesse (Candida albicans). As caracteristicas
desse gene irdo aparecer, seleciona-se o FASTA. Essa sequéncia foi analisada
em documento do Word. Os primers desenhados no presente estudo, tanto o
Forward quando o Reverse foram encontrados na sequéncia e apds esta etapa,

o produto do PCR (Amplicon) pbéde ser visualizado. Amplicon é o produto da
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amplificagdo, conta-se a partir da primeira letra do Forward e termina-se na
altima letra do Reverse (espelho), o amplicon entdo determina o tamanho do
produto. O Forward € encontrado com a mesma sequéncia descrita enquanto o
Reverse € encontrado em sua forma de espelho (Figura 1), uma vez que a

sequéncia FASTA refere-se a fita “sense” do gene.

Figura 1 - Exemplo Primer gene ERG1: Forward, Reverse e seu espelho

ERG1
Forward:

5'-TGACGAGACCATTACTATCC-3'
Reverse:

5-AATCCCAGTCATCAACATTC-3'
Espelho: GAATGTTGATGACTGGGATT

Fonte: Elaboracgé&o proépria.

4.3.1.2 Basic Local Alignment Search Tool

ApGs os primers serem encontrados nas sequéncias FASTA dos genes,
estes foram analisados no Basic Local Alignment Search Tool (Blast). Blast € um
programa utilizado para checar se as sequéncias dos primers sdo homologas a
outras sequéncias existentes que ndo as dos genes alvos do estudo. Esse
programa busca homologia em todas as bases de dados (bactérias, fungos,
entre outros), além disso, busca se a sequéncia dos primers desenhados séo
homélogas com outros genes da mesma espécie e com 0s genes de outras
espécies. Esta analise é realizada através de uma interface da web

redirecionada pelo site PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).

Apobs clicar no icone BLAST, a pagina é redirecionada. Nesta nova pagina
o campo “nucleotide blast” deve ser selecionado € uma nova pagina é aberta
com 0s campos para colocarmos as sequéncias dos primers e as carateristicas
gue queremos que sejam analisadas. Depois de realizada essa busca, o
resultado € apresentado em outra janela e as homologias encontradas séo
detalhadas.
4.3.1.3 Mfold

Para analisar a existéncia de estruturas secundarias nos primers
escolhidos e nos produtos de gPCR, utiliza-se o programa Mfold. Mfold € um
programa  gratuito disponivel na internet atraves do site

http://unafold.rna.albany.edu/?g=mfold. Este programa apresenta como
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principais vantagens a possibilidade de alterar as condi¢des idnicas 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++]: 3 mM

4.3.1.4 Oligo Primer Analysis Software™

Oligo Primer Analysis Software™ €& 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 j& desenhados. Com esta ferramenta, foi realizado o desenho dos

primers para 0s genes envolvidos na biossintese de ergosterol.

4.3.2 Extracdo de DNA para padronizacédo do primer

Cepas de Candida albicans (Ca) (SC5314), Candida glabrata (Cg) (ATCC
2001), Candida tropicalis (Ct) (ATCC 4563) e Candida dublinensis (Cd) (CBS
7987) foram descongeladas e realizada a extracdo de DNA. O DNA extraido das
diferentes espécies de Candida foi usado como template na reacao de PCR para
testar a especificidade dos primers. Posteriormente, para analisar a integridade

do material genético, foi realizado gel de agarose com os produtos de PCR.

4.3.2.1 Extracao 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 SDA. Estas
foram mantidas por 48 horas em estufa a 37°C. Decorrido este periodo, de 5 a
10 colbnias foram coletadas da placa e cultivadas em 10 mL de meio Yeast
Nitrogen Base (YNB) overnight (pré-inéculo). Em seguida, preparou-se 0s
in6culos incubando 500 uL de cada suspensao do pré—indculo em 9,5 mL de
YNB (1:20) por aproximadamente 8 horas a 37° C, para que as células
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alcancassem o0 meio de sua fase exponencial de crescimento, 0 que
proporcionaria maior quantidade de DNA integro. O crescimento dos
microrganismos foi monitorado longitudinalmente por espectofotdbmetro com
comprimento de onda de 540 nm para determiner a densidade 6tica (DO). A DO
de cada espécie correspondente ao meio da fase de crescimento exponencial
foi: C. albicans DOssonm 0,502; C. dubliniensis DOsaonm 0,499; C. glabrata DOsaonm
0,565; C. krusei DOssonm 0,543; C. tropicalis DOssonm 0,512. Decorrido esse
periodo a suspenséao foi centrifugada durante 10 minutos a 4 °C e rotacao de
5,000 xg, o sobrenadante foi descartado e o pellet armazenado a -20 °C até o
momento de sua utilizac&o.

A extragdo do DNA dos microrganismos foi realizada utilizando-se o kit de
purificagdo EPICENTRE MasterPure™ Complete DNA and RNA Purification Kit
(ILLUMINA, INC, San Diego, CA, USA) seguindo a metodologia descrita a seguir:

Inicialmente, os pellets dos diferentes microrganismos foram transferidos
para microtubos contendo 500 pL de Tris EDTA (TE) (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, USA), e esses foram 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 pL de TE, adicionou-se 10,9 pL 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 extragdo do DNA total da seguinte forma:

a) Aliquotas de 2 pL da enzima proteinase K (20 mg/mL) foram diluidas
em 350 pyL da Solucdo de Lise Celular e Tecidual (Tissue and Cell Lysis
Solution);

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

c) ApGs essa incubagédo, as amostras ficaram a 37 °C, adicionou-se 2 uL
da enzima RNAse A (10 mg/mL) e incobou-se a 37 °C por 30 min;

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

e) Aliquotas de 150 L do Reagente para Precipitacdo de Proteina (MPC)

foram adicionados a amostra lisada e esta foi vortexada por 10 seg;
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f) Em seguida a amostra foi centrifugada por 10 min a 10,000 xg a 40 C,
0 sobrenadante foi transferido para outro tubo e o pellet descartado;

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

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

i) Para lavar a amostras, foram adicionados 200 yL de etanol 75% sobre
0 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;

j) O DNA foi resuspenso em 35 pL de tampdo TE e quantificado em
nanoespectofotdbmetro (DO 260nm e razdo DO 260/280) (NanoDrop DS-11,

DeNovix, Wilmington, DE, USA). Estas foram mantidas em freezer -20°C.

4.3.2.2 Eletroforese em gel de agarose

Para checar a integridade do material genético, as amostras foram
submetidas a técnica de Eletroforese em Gel de Agarose. Preparou-se uma
solucdo tampédo 1X TAE, onde 100 mL da solugdo tamp&o 10x TAE Buffer
(ThermoFisher) foi diluida em 900 mL de agua miliQ. Este tamp&o foi utilizado
para fazer o gel de agarose e para preenchimento da cuba de eletroforese. Como
o DNA tem peso molecular superior ao do RNA, o gel de agarose foi feito na
porcentagem de 1%:
a) Em um béquer 1 grama de agarose (1% agarose Life Technologies Corpor,
Staley Road, New York, USA) foi adicionado para cada 100 mL da solucéo 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 apoés, foi colocado em micro-ondas até que a solucdo ficasse

homogénea;

c) Apos a solucéo estar homogeinizada, esta foi colocada novamente sobre uma
placa pré-aquecida a 65 °C de um agitador magnético e foi acrescentado 1,6 pyL

de brometo de etidio (10 mg/mL);
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d) A solucao foi colocada imediatamente em um suporte, anteriormente nivelado
com a bancada e com o0s pentes em posicao (para a confecgédo das canaletas
para a insercao das amostras) para que o gel fosse solidificado.

Para realizar a corrida do gel, foram adicionados 1 ug de DNA por canaleta
(volume dependendo da quantidade de DNA de cada amostra) homogeinizado
com solugéo “Loading Buffer” (1 volume do buffer para cada 4 volumes da
amostra de DNA). No primeiro slot de cada pente foram acrescentados 15 L 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).

4.3.3 Padronizacao dos primers
4.3.3.1 Primer: diluicdo e armazenamento

As sequéncias dos primers (Forward e Reverse) para 0os genes ERGs
foram enviadas para sintese (Life Technologies Brasil Com Ind Prod Bio LTDA,
Séao Paulo, SP, Brasil). Esses primers liofilizados foram centrifugados por 1
minuto a 10,000 gx para que resquicios do pé ndo ficassem na tampa. Em
seguida, estes foram suspensos em 0.1 mM (100 pM) de TE, pH 8,0,
adicionando-se 10 ul de TE por nmol de primer (cada primer traz em sua bula a
informacgao sobre a quantidade em nmol, assim como seu peso molecular). Cada
primer foi vortexado e deixado em temperatura ambiente por 15 minutos.
Decorrido esse periodo, o0s primers foram quantificados em
nanoespectofotbmetro  (NanoDrop DS-11, DeNovix). Essas solugdes
constituiriam a solugdo estoque de cada primer forward e reverse.

A concentracao de cada solugéo estoque foi verificada colocando-se 1,25
ML da solugéo no nanoespectofotdmetro. A concentracdo de 0.1mM da solucéo
estoque deveria estar proxima a concentracao esperada indicada pelo fabricante
(podendo variar até 20% para mais ou para menos), e a razao Azeo/Azso0 deveria
estar entre 1,8 — 2,1. Para o preparo de solucdes de trabalho, as solugdes
estoque foram diluidas em &gua de grau molecular (Molecular Grade Water,
Ambion) a 1:10, para atingir a concentragao de 10 uM (Ex: 100 uL de primer
forward + 100 uL de primer reverse + 800 pyL de H20 = 1000 pyL do primer na

concentracao de 10 pM). Aliquotas de 50 pyL de cada solugao trabalho foram
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armazenadas em freezer -20°C. Apds, as solugcdes estoque a 100 yM foram

armazenadas também em freezer -20°C.

4.3.3.2 Analise in vitro e padronizacdo dos primers

Para verificar o tamanho do produto de PCR e se o0s primers eram
detectados em outras espécies de Candida, os primers sintetizados foram
testados contra um painel de DNA gendmico das diferentes espécies de Candida
(C. albicans, C. glabrata, 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 concentracdo Otima de cada primer foi
estabelecida e curvas padrao foram confeccionadas para cada gene a partir dos
produtos de PCR. A concentracdo 6tima de cada primer bem como a confeccdo

das curvas de concentracao foram analisadas pela técnica de gPCR.

4.3.3.2.1 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 reacao de 50 L, foi feito um master mix com os seguintes
componentes para cada primer e para cada reacao:

> 40,25 pL de Agua de grau molecular
5uL 10X iTaq Buffer
1,5uL 50mM MgCl2
1uL 10mM dNTP Mix
1pL da solucgéo trabalho do primer (10uM)
» 0,25uL iTaqg DNA Polymerase

Aliguotas de 49uL desse Master Mix + 1uL do DNA genémico de cada

YV V YV V

espécie de Candida na concentracéo de 200ng/uL foram submetidas ao seguinte

ciclo de amplificagéo:
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Ciclo 1: 95°C por 3 minutos (ciclo de desnaturacao inicial);
Ciclo 2: 95°C por 15 segundos (desnaturacéo);
Temperatura de anelamento de cada primer por 30 segundos;
72°C por 30 segundos (ciclo de polimerizag&o);
Repetir Ciclo 2 por 39 vezes.

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

Os produtos de PCR entdo foram submetidos imediatamente em anélise
em Gel de Agarose a 2% e depois armazenados em freezer -20°C. O Gel de
Agarose foi confeccionado nas seguintes concentracdes (escala feita para um

gel pequeno):

- 50 mL de 1X TAE;
- 1 grama de agarose;
- 0,8 pL de brometo de etidio.

O gel foi corrido no aparelho horizontal Bio-Rad na poténcia de 70 V pelo
tempo de 40 minutos. As imagens foram obtidas e analisadas através do Bio-
Rad Gel Doc System® (Bio-Rad Laboratories, Alfred Nobel Drive, Hercules, CA,
USA).

4.3.3.2.2 Determinacédo da concentracao 6tima de cada primer

A concentracdo 6tima de cada par de primer foi determinada utilizando a
técnica de qPCR com o fluor6foro SYBR Green (iQ™ SYBR® Green Supermix-
BIO-RAD Cat#1708882) e DNA gendmico de C. albicans na concentracao de 10
ng/uL. Para chegar nessa concentragao, 5 uL da amostra de DNA de C. albicans
(200 ng/uL) obtido na extragao do material genético (item 4.3.2.1), foi diluido em
95 uL de Agua Molecular Grade. Cada primer foi testado com diferentes
concentracbes de acordo com a caracteristica de cada um. Os primers

desenhados tiveram as concentracdes testadas baseadas no resultado do gel
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de agarose corrido no teste de especificidade. As concentracdes testadas estéo

descritas no Quadro 5.

Quadro 5 - ConcentracOes testadas para os diferentes primers

Primer Concentracdes testadas

ERG1 200nM;250nM;300nM:;:350nM
ERG3 250nM;300nM;350nM;400nM
ERG11 200nM;250nM;300nM;350nM
ERG25 300nM;350nM;400nM;450nM

Fonte: Elaboracao prépria.

Os reagentes foram misturados formando um Master Mix (sem DNA) nas
quantidades necessérias para que as reacdes ficassem em duplicatas na placa
de gPCR. Os volumes que variam para cada concentragdo sao os volumes da
solucdo trabalho dos primers e da agua para que se atinja a concentracao
desejada (Quadro 6).

Quadro 6- Componentes do Master Mix para testar as diferentes concentracdes do

rimer
Concentracdo | 200nM 250nM 300nM 350Nm 400nM 450nM
Reagente Volume | Volume | Volume | Volume | Volume | Volume
Agua de grau
molecular 11,5puL 11,375 11,25 pL 11,125 11 pL 10,875
ML ML pL
2X SYBR
Green 12,5 uL 12,5 pyL 12,5 pyL 12,5 L 12,5 yL 12,5 uL
Supermix
10uM primer 0,5 uL 0,625puL | 0,75puL | 0,875 pL 1puL 1,125 uL
Mix
DNA template 0,5 uL 0,5 pL 0,5 pL 0,5 pL 0,5 uL 0,5 pL
Total 25 uL 25 uL 25 uL 25 uL 25 uL 25 uL

Fonte: Elaboragéo prépria.

ApOs a preparagao do Master Mix, 61,25 uL foram transferidos para tubos

menores (0,65 mL) contendo aliquotas de 1,25 yL do DNA template de C.
albicans, ou 1,25 yL de H20 de grau molecular. O tubo foi vortexado gentilmente
e 25 pL do master mix com o DNA template ou H20 de grau molecular (controle)

foram plagueados em duplicata na placa de gPCR. Foi realizada a analise de
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Amplification Plots (graficos que mostram o padréo de amplificacdo exponencial
de produtos de PCR) e valores de Cqg ou Quantification Cycle obtidos durante a
reacdo de qPCR para determinacdo da concentracdo 6tima de cada primer.
Considera-se a concentragdo 6tima do primer aquela que apresentar menor Cg.
Ciclo do gPCR:
Ciclo 1: 95°C por 10 minutos (ciclo de desnaturacéo inicial);
Ciclo 2: 94°C por 15 segundos (desnaturacéo);
Temperatura de anelamento de cada primer por 30 segundos;
68°C por 15 segundos (ciclo de polimerizacdo);
Repetir Ciclo 2 por 39 vezes.
Melt Curve: 55°C por 5 segundos;
95°C

4.3.3.2.3. Confeccéo de curvas padréo para analise da expressao génica

A curva padréo de cada primer foi confeccionada baseada no Produto de
PCR dos primers para o DNA gendmico de C. albicans (resultados da reacéo de
PCR convencional com a concentracéo ideal de cada primer ja determinada). Foi
realizado PCR convencional com um total de 6 reagbes para cada gene. Mais
precisamente, foi feito um master mix para cada par de primer com 0S
componentes nos seguintes volumes para cada reacao:

> 40,25 pL de Agua de grau molecular

5uL 10X iTaqg Buffer
1,5puL 50mM MgCl2
1uL 10mM dNTP Mix
1pL da solucgéo trabalho do primer (10uM)
» 0,25uL iTaqg DNA Polymerase

Os volumes de agua de grau molecular (40,25 pL) e solugao trabalho do

YV V V V

primer (1 pyL) foram alterados de acordo com a concentragdo 6tima de cada
primer. Os volumes acima detalhados foram para a concentracdo Otima do
primer de 200 nM. Por exemplo, o primer ERG1 teve sua concentragdo otima
avaliada em 300 nM, portanto, a quantidade de agua de grau molecular foi
alterada para 39,75 uL, enquanto para o primer, o volume foi alterado para 1,5

ML para chegar na concentragao desejada.
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Realizado o preparo do Master Mix, pipetou-se 49 uL 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 maquina de PCR com 0 mesmo ciclo
citado no item 4.3.3.2.1, alterando a temperatura de anelamento de acordo com
cada primer (sendo 50°C para CAP1, CAT1 e EFG1, 55°C para ALS1, HWP1,
LIP3 e PLB1, 60°C para SAP1 e SOD1). Posteriormente, os produtos de PCR
obtidos das 6 reacdes (6 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.

Apés 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 6 reacfes de
PCR convencional. O protocolo para purificacdo dos produtos de PCR foi
realizado da seguinte forma:

a) Foi realizada a unido dos 6 produtos de PCR em tubo 2 mL e

adicionado 1500puL do Buffer PB;

b) Em uma coluna de purificagdo do kit QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen, Hilden, Alemanha) instalada em um tubo coletor de 2 mL,
foram pipetados 700uL da amostra “a” e este tubo foi centrifugado por
60 segundos a 10,000xg;

c) O liquido que estava na parte debaixo da coluna (tubo coletor) foi
descartado e mais 700uL da amostra foi pipetado e a coluna levada
para centrifugar;

d) O passo “c” foi repetido para o volume restante da amostra;

e) A coluna foi entdo lavada por meio da adi¢cdo de 750uL de Buffer PE e
centrifugacéo por 60 segundos a 10,000xg;

f) O liquido do tubo coletor foi descartado e a coluna juntamente com o
tubo foi levada para nova centrifugacao;

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

h) Para eluicdo do produto de PCR, acrescenta-se 50 uL de Buffer EB no
centro da coluna com muita cautela e essa foi centrifugada por 60

segundos a 10,000xg;
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i) O eluente resultante € o produto de PCR purificado, que deve ser

armazenado em freezer -20 °C.

Apo6s purificacdo, os produtos de PCR foram quantificados em
nanoespectofotdmetro (DO 260nm e razdo DO 260/280) (NanoDrop DS-11,
DeNovix, Wilmington, DE, USA), e assim foi possivel calcular o rendimento do
produto de PCR e o numero de copias resultante para cada primer. Atraves 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 concentragéo do produto de PCR foi utilizado para calcular o
numero de copias de cada gene, utilizando a equacgéo descrita por Yin et al.%6;

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

Apés calcular o numero de cépias de cada primer, foi calculado o volume
necessério de H20 de grau molecular e de produto de PCR para que se tenha
2x10%° copias/uL e entdo, realizar a diluicdo seriada para se obter a curva.

4.3.3.2.4 Reacgao de qPCR para verificar a eficiéncia de cada primer

Apbs a realizacdo da diluicdo seriada, a técnica de qPCR foi realizada
para avaliar a eficiéncia e observar a qualidade da diluicdo dos produtos de PCR
de cada gene especifico.

O Master Mix foi preparado [Template, 2x SYBR Green, primer (10 uM) e
agua de grau molecular atentando-se para a utilizacdo da quantidade de primer
e H20 especificos para a concentracdo 6tima estabelecida para cada gene. O
Master Mix foi realizado em quantidade adequada para fazer a reacdo em
duplicata na placa de qPCR. Ao invés do DNA gendmico de C. albicans, nesta
etapa o template foi o préprio produto de PCR purificado de cada gene especifico
ou a H20 molecular grade para o NTC (controle - No template control). O ciclo
de gPCR foi o mesmo do item 4.3.3.2.2.
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Os resultados foram 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 correlacdo foi de
aproximadamente 1 e a eficiéncia de reacdo de 90-110%, com slope de
aproximadamente -3.3 %682 QObtida essas caracteristicas, as curvas foram

utilizadas para avaliar a expresséo génica das amostras.

4.3.3.2.5 Etapas realizadas para uso dos genes de viruléncia delineados por
outros autores

Para os genes desenhados e padronizados por Alonso et al.”’, Naglik et
al.'* e Zhu et al.8%, o DNA gendémico de C. albicans obtido no passo 4.3.2 foi
usado para realizacado de PCR convencional, em seguida esses produtos foram
submetidos aos passos do item 4.3.3.2.3 para confeccdo da curva padréo
(diluigéo seriada) e o item 4.3.3.2.4 foi realizado para verificar se as curvas
apresentavam caracteristicas ideais para serem utilizadas para analise da
expressado dos genes ALS1, CAP1, CAT1, EFG1, HWP1, LIP3, SAP1 e SOD1.

4.3.4 Extracdo de RNA das linguas dos camundongos

Para a extracdo do RNA das amostras de lingua dos camundongos, 0s
tubos foram descongelados e o protocolo para Extracdo de RNA “fenol —
cloroférmio” descrito por Cury et al.83 foi utilizado com algumas modificacdes
conforme descrito a seguir:

a) Adicao de 300 uL de 1x PBS pH 7,2 (GIBCO by Life technologies™) a
4°C nos microtubos contendo as linguas e centrifugacdo dos mesmos a 10,000
Xg por 15 minutos a 4°C para que houvesse a formacé&o do pellet e consequente
descarte do sobrenadante para remocao do glicerol;

b) Lavagem do pellet com 600 pL de 1x PBS a 4°C;

c) Este tubo foi novamente lavado com 1 x PBS e centrifugado nas
mesmas condi¢cfes para que fosse realizada a segunda lavagem das células.
(Nesse momento, a lingua foi macerada utilizando mini-pistilo);

d) 750 uL de NAES [833 pL de Acetato de Sédio 3M (SIGMA Life Science)
na concentracdo de 50 mM + 1 mL de 0,5 M EDTA (Ambion®), na concentracao
de 10 mM + 5 mL de Solugdo SDS (Ambion®) a 10% na concentracéo final de

1% + 43,167 ml de Agua de grau Molecular] a temperatura ambiente foram
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adicionados a solucéo e o pellet foi ressuspendido e vortexado por 15 segundos
até formar uma suspensdo homogénea,

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

f) A mistura foi transferida para um tubo de 2 mL contendo 0,8 g de micro-
esferas (Biospec Products) (0,1 mm) e este, depois de misturado, foi colocado
no aparelho de ruptura mecéanica das células (BeadBeater) por 1 minuto;

g) ApGs esse processo, as amostras foram colocadas em gelo por 1
minuto;

Observagédo: os passos “f’ e “g” foram repetidos mais 5 vezes sem adicao
de micro-esferas;

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

i) Em cada amostra foram adicionados mais 750uL de fenol acido. 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 xg por 5 minutos a 4°C;

j) O tratamento com Fenol acido (passo “4”) foi repetido mais uma vez;

k) A fase aquosa foi transferida para um novo tubo contendo 750 pL de
solucdo 24:1 de cloroformio: alcool Isoamilico (CHLO: 48 mL de
Cloroformio(SIGMA) + 2 mL de alcool isoamilico(SIGMA);

[) Este tubo foi invertido gentilmente e novamente centrifugado a 14,000
Xg por 5 minutos a 4°C;

m) Apés centrifugacéo a parte aquosa foi novamente removida para um
novo tubo e esta ja foi caracterizada como o RNA bruto;

n) Foram adicionados 60 pL de acetato de sodio 3M, pH 5,
homogeinizados com o RNA bruto e posteriormente adicionados 600 uL de
isopropanol gelado;

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

p) Decorrido o tempo de incubacao, o pellet do RNA foi recuperado por

centrifugacéo dos tubos a 12,000 xg por 30 minutos a 4°C;
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q) O pellet foi lavado 3 vezes com 500 pL de Alcool 75%(SIGMA), com
centrifugacdes de 5 minutos nos intervalos das lavagens, e uma lavagem extra
com alcool 99%(SIGMA) foi realizada no final para melhor secagem do pellet;

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

s) Cada pellet seco foi entdo ressuspendido em 100 pyL de H20 de grau
molecular e deixados em gelo por 1 hora para hidratagcdo. A concentragcao do
RNA bruto foi quantificada em nanoespectofotémetro (1,25 pL da amostra) a
260nm.

As amostras de RNA bruto (250 n,g do RNA por slot) foram analisadas via
eletroforese em gel de agarose (2%) para verificar a integridade do RNA antes

de passar para a fase de Purificacdo do RNA.

4.3.5 Purificagdo do RNA
Para remocédo de qualquer contaminagdo com DNA, utilizou-se o kit de
purificacdo “Qiagen Rneasy MinElute Protocol” (Qiagen, Hilden, Alemanha),

seguindo metodologia proposta por Cury et al.83 e recomendacéo do fabricante.

4.3.5.1 Primeira etapa da purificacao

Foi preparado uma solucédo contendo 10 pyL de B-mercaptoetanol(SIGMA)
para cada 1 mL do Buffer RLT(presente no Kit da Qiagen). Assim iniciou-se 0
protocolo com os seguintes passos:
a) As amostras foram ajustadas para o volume de 100 uL utilizando agua de grau
molecular;
b) Adicionou-se aliquotas de 350 pL do Buffer RLT contendo o -
mercaptoethanol e as amostras foram vortexadas;
c) Em seguida, foram adicionados 250 pyL de &alcool 99% e a amostra foi
misturada pela técnica de pipetagem (“up and down”);
d) 700 yL de cada amostra foram colocados em colunas individuais com
membranas de purificagcdo do kit RNeasy MinElute instaladas em tubos coletores
de 2 ml. Estas foram centrifugadas a 12.000 xg por 15 segundos e 0
sobrenadante do tubo coletor foi descartado;
e) Foi preparado um master mix com os componentes: 50 yL de H20 de grau

molecular; 175 yL de Buffer RLT contendo B-mercaptoetanol; e 125 pL de alcool
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99% para cada amostra. Este master mix foi colocado sobre a membrana de
purificacdo e esta foi novamente centrifugada em velocidade méxima por 15
segundos. O volume no tubo coletor foi descartado;

f) Posteriormente, foram adicionados 350 uL de Buffer RW1 (presente no kit da
Qjagen) a coluna e esta foi novamente centrifugada em méxima velocidade por
15 segundos. O volume no tubo coletor foi descartado e um novo tubo coletor foi
colocado sob a coluna de purificagéo;

g) Uma mistura de 10 uL de DNase | solugéo estoque com 70 uL de Buffer RDD
(presente no kit da Qiagen) foi colocada sobre a coluna de purificacdo (com a
amostra) e esta foi incubada por 15 minutos em temperatura ambiente;

h) Decorrido este periodo, foram adicionados 500 uL de Buffer RPE (presente
no kit da Qiagen) sobre a coluna de purificacdo e as amostras foram
centrifugadas por 15 segundos em velocidade maxima. O volume no tubo coletor
foi descartado;

i) 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 purificacao;

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

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

[) Para eluicdo adicionou-se 20 pyL de H20 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 méxima. 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 Razdo DO 260/280) utilizando 1,25 pL da
amostra. Leitura foi realizada em duplicata.

Observacdao: Este protocolo (Micro kit) € indicado para ser utilizado em amostras

nas quais o rendimento do RNA esteve entre 1 e 45 ug.
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4.3.5.2 Segunda etapa da purificacdo: tratamento com DNase | em solucéo

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

colunas do kit de purificacdo RNeasy MinElute clean-up kit (Qiagen).

4.3.5.3 Terceira etapa de purificacao

a) A cada amostra, foi adicionado aliquota de 350 uL do Buffer RLT contendo o
B-mercaptoetanol e as amostras foram vortexadas;

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

c) O volume de 700 uL da amostra foi colocado 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;

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

e) Foram adicionados 500 pL de etanol 75% sobre a amostra fixada na
membrana da coluna de purificacdo e esta foi centrifugada por 2 minutos em
velocidade méxima para secar a membrana de purificacao;

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

g) O tubo coletor foi descartado e a coluna de purificacao foi transferiada para
um microtubo novo;

h) Foram adicionados 20 uL de H20 de grau molecular sobre o centro da coluna
de purificagéo (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 puro;
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i) A quantidade de RNA e a pureza da amostra foram analisadas por
nanoespectofotdbmetro (DO 260 nm e Razdo DO 260/280) utilizando 1,25 pL da
amostra (leitura em duplicata).

j) As amostras foram submetidas a técnica de eletroforese em gel de agarose
(2%) para analisar integridade e auséncia de DNA. Foi utilizado 0,250 ug do total

do RNA para cada canaleta.

4.3.6 Sintese de cDNA
O cDNA foi sintetizado com uma amostra de cada grupo experimental que
apresentou rendimento de RNA igual ou superior a 3,5 ug. Foi utilizado o kit Bio-
Rad iScript cDNA Synthesis (BIO-RAD). Em um tubo estéril, foram pipetados os
seguintes componentes:
> Agua de grau molecular-volume variado dependendo do volume
de RNA,;
» 4uL 5 X iScript Rxn mix;
» 1uL Reverse Transcriptase;
» 1lug de RNA.

Esses volumes de reagentes devem ser suficientes para realizacdo do
cDNA em duplicata (RT+). E necessario preparar um controle negativo (RT-), 0s
mesmos componentes acima sdo usados, exceto a Transcriptase Reversa, seu
volume é substituido por Agua de grau molecular. O RT- revela se houve
contaminagao da amostra com DNA.

O ciclo para conversdo de RNA em cDNA foi realizado usando a PCR
Machine (CFX96-Bio-Rad), com as seguintes condi¢des:

e 5mina 25°C;
e 20 min a 46°C;
e 1 mina95°C;
e < holda4°C.

Apos o término do ciclo, as amostras foram armazenadas em freezer

-20°C até a sua utilizacao para o teste de gPCR.
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O cDNA foi amplificado com os primers descritos no item 4.3 — Quadro 3

e 4. Os primers descritos no item 4.3 — Quadro 3, foram padronizados por Alonso

et al.”’, Naglik et al.'* e Zhu et al.8!, jA os descritos no Quadro 4 foram

desenhados e padronizados neste estudo.

Para as reacdes de gPCR, deve se basear na concentragédo 6tima de cada

primer utilizado, para selecionarmos o volume de cada componente para o

Master Mix. No Quadro 7 estdo descritas as concentra¢des 6timas dos primers

para os genes de viruléncia.

Quadro 7- Caracteristicas dos genes de viruléncia utilizados para analise da
expressao génica

Tm
Gene Primers (°C) [] 6tima Referéncia
Ciclo (nM)
qPCR
F - CATCATTGACTCAGTTGT
ALS1 55 300
R — CAGTGGAAGTAGATTGTG
F - AGTCAATTCAATGTTCAAG
CAP1 50 400
R - AATGGTAATGTCCTCAAG
F - GACTGCTTACATTCAAAC
CAT1 50 350
R - AACTTACCAAATCTTCTCA
F - ACGAGTAACAACTACCAT Alonso
EFG1 50 350 etal.””
R —-TATCTGCTCTTCTGACAA
F - CTCCAAAATCATCAGCTC
HWP1 b 55 300
R - CACTAGCCAAAACAGAAG
F - AGAGAATGTATGAAGTTGT
LIP3 55 300
R - CCCTGTTCAAAGTATCTAT
F - GGCATTGAACATCCTATA
PLB1
R - GGTAACTTAATAGTCTTCCA 55 300
F-
TCAATCAATTTACTCTTCCATTTCTA Naglik et al.11
ACA
SAP1 R - 60 500
CCAGTAGCATTAACAGGAGTTTTAAT
GACA
F - TTGAACAAGAATCCGAATCC
SOD1 60 400 Zhu et al.8?

R — AGCCAATGACACCACAAGCAG

Temperatura de anelamento (Tm), (Porcentagem dos pares de base Ce G) CG % e
Tamanho do produto detalhados.
Fonte: Elaboracéo prépria.
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Exemplo: Volumes de reagentes utilizados para o primer ALS1
(concentracdo 6tima de 300nM).
> 11,25 pL de Agua de grau molecular
» 12,5 uL 2 X SYBR Green Supermix
» 0,750 pL Primer mix 10 pM
» 0,5 pL da amostra.

Calcula-se a quantidade necessaria de componentes, multiplicando o
numero de pogos utilizados por 1,4, para que se tenha um volume “residual”.
Foram aliquotados 61,25 uL desse master mix em microtubos contendo 1,25 pL
do template [cDNA dos diferentes grupos ou H20 (NTC — no template control) ] e
esta solucao foi distribuida em duplicata na placa para gqPCR (25uL por poco). O
ciclo térmico da maquina de gPCR (CFX 96 (Bio-Rad) foi 0 mesmo do item
4.3.3.2.2 alterando a temperatura de anelamento de cada primer.

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

A analise da expressao génica mostra se os tratamentos possuem efeito

na inducao ou repressao dos genes de C. albicans.

4.4 Analise Estatistica

Os dados obtidos a partir do RT-qgPCR para os genes objetivos do estudo
foram submetidos a andlise estatistica. Para isso, utilizou-se o software SPSS
Statistics (IBM, USA). Os pressupostos avaliados foram: normalidade pelo teste
de Shapiro-Wilk e homogeneidade pelo teste de Levene Os dados foram
submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA), seguida de poOs-teste de Tukey
(Homocedastico) (p>0,05). Ou ANOVA com correcdo de Welch seguida de pés
teste de Games-Howell (Heterocedastico) (p<0,05) para comparacao entre 0s
grupos (a = 0,05). Os dados de CIM e CFM foram submetidos a ANOVA-2-way

seguida de pés-teste de Tukey.
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5 RESULTADO

5.1 Avaliacdo da Susceptibilidade ao Fluconazol (CIM) das Células
Recuperadas Apds os Tratamentos

O teste de susceptibilidade ao fluconazol para a cepa ATCC 96901
recuperada dos animais revelou um CIM de 256ug/mL para todos 0s grupos
experimentais, seja recuperado 24 horas ou 7 dias ap0s os tratamentos.

A contagem de colonias (UFC/mL) foi transformada em logaritmo (logio).
De acordo com a estatistica descritiva, os dados apresentaram distribuicdo nao
normal (p<0,05) e respeitaram a homocedasticidade (p>0,05). Os valores de log
de UFC/mL foram substituidos por seus postos meédios que foram submetidos a
Andlise de Variancia ANOVA Two-Way para verificacdo de interacdo entre grupo
de tratamento e periodo de recuperacao das cepas (24 horas e 7 dias ap0s 0s
tratamentos nos animais). Esse teste foi seguido do pdés teste de Tukey para
comparacdes mdltiplas entre os grupos.(APENDICE A)

Como néo houve interacao entre os fatores tempo e grupos experimentais
(p>0,05), os dados de 24 h e 7 dias foram agrupados em uma Unica média para

elaboracao do grafico (Figura 2).
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Figura 2- Média de logio (UFC/mL) dos diferentes grupos de tratamento nas diferentes
concentracoes de fluconazol avaliadas (p<0,05)

e

Log,, ( UFC/mL)

*Barras de erro: desvio-padréo. Letras diferentes denotam diferenca estatistica (Teste de
Tukey, p< 0,05).
Fonte: Elaboragéo prépria.

N&o h& evidéncias de diferencas significativas entre as médias, ou seja,
esses grupos comportaram-se de maneira semelhante entre si. As cepas
recuperadas dos animais submetidos aos tratamentos avaliados (aPDT, NIS,
aPDT+NIS ou NIS+aPDT) quando inoculadas com concentragdes de fluconazol
de 1024, 512, 256ug/mL comportaram-se estatisticamente semelhante entre si,
indicando que as terapias avaliadas ndo promoveram alteracdo no perfil de
resisténcia da cepa avaliada. A redugcdo em log observada de “a” em relagao a

“b” foi de menos de 2 logao.
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5.2 Padronizacéo dos Primers
Abaixo seguem os dados para os genes desenhados no presente estudo
(Tabela 1).

Tabela 1 - Genes ERGs desenhados

Gene Sequéncia primer Tm CG% Tamanho do
(°C) produto (bp)
ERG1 F: TGACGAGACCATTACTATCC 58 45 139
R:AATCCCAGTCATCAACATTC 56 40
ERG3 F:CCACTACTGCCATTCCAGTT 60 50 133
R:GGAATTTGCCACAAGATAGC 58 45
ERG11 F: GGTGGTGGTAGACATAGA 58,7 50 159
R: TGCTGGTTCAGTAGGTAA 58,9 44.4
ERG25 F:AGATGTTTACCATGGGCTAT 56 40 93
R:CCATTGTTCTTTATCACTAG 54 35

Temperatura de anelamento (Tm), Porcentagem de pares de base G e C (GC%) e
Tamanho de produto (bp).
Fonte: Elaboragé&o prépria.

5.2.1 Extracédo de DNA de Candida spp.

Foi realizada a extragdo seguindo metodologia descrita no item 4.3.2.1 e
apés essa metodologia, foram realizadas as leituras (em duplicata) em
nanoespectofotdbmetro (DO 260nm e razdo DO 260/280)(Tabela 2).

Tabela 2- Quantificacdo do DNA pdés extragdo das espécies de Candida
Espécia de Leitural Leitura2 Média das 260/280 260/280

Candida (ng/uL) (ng/uL) leituras Leitural Leitura 2
(ng/uL)
C. albicans 2854,07 2880,41 2867,24 2,13 2,12
C. glabrata 5859,84 5918,07 5888,96 2,29 2,26
C. tropicalis 5092,48 5107,91 5100,20 2,26 2,23
C.dubliniensis 2177,57 2189,49 2183,53 2,10 2,10

Leitura realizada em aparelho nanoespectofotdmetro (DO 260nm e razdo DO 260/280).

Fonte: Elaboragéo prépria.

E a sequir, foi realizada corrida em gel de agarose 1% com 1ug de DNA
por canaleta para cada espécie de Candida (conforme descrito em 4.3.2.2) para

verificar integridade do DNA. O resultado esta ilustrado na Figura 3, onde é
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possivel observar que o DNA gendmico das diferentes espécies de Candida
estavam integros.

Figura 3- Gel de agarose 1% das diferentes espécies de Candida

DNA DNA DNA DNA
Ca Cg Ct cd

1pg 1pg 1Hg 1 ug

Imagem obtida através do equipamento BIO RAD Molecular Image Gel Doc™XR+
with Image Lab Software, apos Eletroforese em Gel de agarose 1% das diferentes
espécies de Candida (Ca= DNA gendmico de Candida albicans; Cg= DNA
genbmico de Candida glabrata; Ct= DNA genbmico de Candida tropicalis e Cd=
DNA gendmico de Candida dubliniensis).

Fonte: Elaboracao prépria.

Todas as amostras das diferentes espécies foram diluidas em H20 grau
molecular para se obter a concentragéo de 200ng/pL.

5.2.2 Diluicao e preparo dos primers

Seguindo a metodologia descrita no item 4.3.3.1, os primers foram
adquiridos liofilizados, centrifugados e entdo ressuspendidos (volume de TE
correspondente ao peso molecular em nmol) (Tabela 3), quantificados em
nanoespectofotdbmetro para checar se a concentracéo estava correta (Tabela 4).

Tabela 3- Volume TE necessario para diluigdo dos primers

Nome Concentracao (nMol) Volume
Primer TE(uL)
ERG1F 48,6 486
ERGI1R 51,3 513
ERG3F 55,1 551
ERG3R 50,8 508
ERG11F 47,2 472
ERG11R 50,3 503
ERG25F 50,4 504
ERG25R 49,1 491

Fonte: Elaboracao prépria.
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Tabela 4- Média das concentracdes dos primers

Nome Média das leituras Concentracao
Primer (ng/uL) estimada

(ng/pL)
ERG1F 601,17 606,10
ERGIR 600,64 600,50
ERG3F 604,93 598,80
ERG3R 612,65 615,20
ERG11F 610,45 605,20
ERG11R 623,17 613,70
ERG25F 612,48 614,70
ERG25R 600,20 603,30

Leitura realizada em duplicata em nanoespectofotometro.
Cc_)ncentragéo estimada com base no peso molecular de cada
primer.
Fonte: Elaboracao prépria.
E importante ressaltar que essas concentracbes estavam de acordo com
0 peso molecular de cada primer, ndo excedendo 20% em todos eles. Caso em
algum deles a concentracédo fosse superior a 20% da estimada, seria necessario
corrigir essa concentracao por meio da adicao de TE ou ainda realizar incubacé&o
em banho seco a 65 °C por 10 minutos para que ocorresse a solubilizacao, pois
parte poderia ndo estar diluida.
Apos isso, foi preparada a solugéo trabalho a 10uM, diluindo o estoque do
primer (100uL do forward primer+100uL do reverse primer+800uL de H20 de
grau molecular). Essa solucao foi armazenada em tubos com aliquotas de 50uL

em freezer -20 °C.

5.2.3 Especificidade dos primers testados

Foi realizado PCR convencional (descrito item 4.3.3.2.1) para analisar a
especifidade dos primers e o produto de PCR foi submetido a eletroforese. Os
resultados estdo demonstrados na Figura 4. A imagem mostra a detec¢cdo em C.
albicans e C. dubliniensis do primer para o gene ERG1. Deteccdao em C. albicans
e C. dubliniensis para o gene ERG3. Também mostra a deteccdo em C. albicans,
C. tropicallis e C. dubliniensis para o gene ERG25. E detec¢éo do primer para o

gene ERG11 em todas as espécies de Candida testadas.



72

Figura 4- Produtos de PCR dos primers ERG1, ERG3, ERG25 e ERG11

Ca Cg Ct Cd H0 Ca Cg Ct Cd H0

(D)
100bp

Cg Ct cd H0 ¥ o

Produtos de PCR visualizados em gel de agarose dos primers desenhados. Em A, a
imagem mostra o primer para o gene ERG1. Em B, a imagem mostra o primer para o
gene ERG3. Em C, a imagem mostra o primer para o gene ERG25. Em D, a imagem o
primer para o gene ERG11. Imagem obtida no equipamento Gel Doc XR+ (Bio-Rad) e
editada no software Image Lab. H>O

Fonte: Elaboracao prépria.

5.2.4 Determinacdo da concentragcdo 6tima de cada primer

Seguindo metodologia descrita no item 4.3.3.2.2, 0s primers para 0S
genes ERGs foram submetidos ao g-PCR para verificar a concentracdo ideal.
Considera-se como ideal aquela concentracdo que apresentar menor Cq. As
concentracdes 6timas encontradas para cada primer, estdo descritas na Tabela

5. A Figura 5 mostra um gréafico como exemplo para andlise de Cqg.



Tabela 5- Caracteristicas dos primers

Gene Sequéncia primer Tm Tamanho []6tima
(°C) do produto (nM)
(bp)
ERG1 F:TGACGAGACCATTACTATCC 58 139 300
R:AATCCCAGTCATCAACATTC 56
ERG3 F:CCACTACTGCCATTCCAGTT 60 133 350
R:GGAATTTGCCACAAGATAGC 58
ERG11 F: GGTGGTGGTAGACATAGA 58,7 159 300
R: TGCTGGTTCAGTAGGTAA 58,9
ERG25 F.AGATGTTTACCATGGGCTAT 56 93 400
R:CCATTGTTCTTTATCACTAG 54

Fonte: Elaboragé&o proépria.

Figura 5- Exemplo de gréafico de amplification plot

Amplification

1800

1000

=2

500

Cycles

Estes gréficos foram obtidos durante a determinacéo da concentragéo 6tima
dos primers testados. Considera-se a concetragdo Otima aquela que
apresentar menor Cq (quantification cycle). O gréfico representado acima foi
obtido para o gene ERG1 (desenhado pelo Oligo Explorer™), para o qual a
concentracdo oOtima foi de 300 nM, pois os valores médios de Cq obtidos
foram: 23,61 para 200 nM; 23,22 para 250 nM; 23,09 para 300 nM; e 23,14
para 350 nM. Observacgéo: para aqueles primers testados em que os valores
de Cq foram proximos nas distintas concentracdes de primer, as
concentra¢des escolhidas foram aquelas com o menor valor. Gréaficos
gerados pelo Bio-Rad CFX Manager™ Software.

Fonte: Elaboracéo propria.
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5.2.5 Confecc¢éo da curva padréao de 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 gel de agarose. Essa metodologia foi utilizada para os
primers desenhados para os genes ERG1, ERG3, ERG11 e ERG25 e também
para os primers dos genes padronizados por Alonso et al.?8, Naglik et al.”* e Zhu
et al.”*. O Quadro 8 mostra as caracteristicas dos primers para os genes de
viruléncia desenhados e padronizados pelos autores. A Figura 6 mostra a
integridade dos produtos de PCR dos primers para os genes ERGs apos a

purificagao.



Quadro 8- Caracteristicas dos genes de viruléncia utilizados
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Tm Taman
Gene Primers (°C) ho d Referéncia
Ciclo 0 do
produt
0
F — CATCATTGACTCAGTTGT
ALS1 55 117
R — CAGTGGAAGTAGATTGTG
F — AGTCAATTCAATGTTCAAG
CAP1 50 87
R — AATGGTAATGTCCTCAAG
F — GACTGCTTACATTCAAAC
CAT1 50 117
R — AACTTACCAAATCTTCTCA
F — ACGAGTAACAACTACCAT Alonso
EFG1 50 89 etal.7’
R — TATCTGCTCTTCTGACAA
F — CTCCAAAATCATCAGCTC
HWP1 55 114
b R — CACTAGCCAAAACAGAAG
F — AGAGAATGTATGAAGTTGT
LIP3 55 136
R — CCCTGTTCAAAGTATCTAT
F — GGCATTGAACATCCTATA
PLB1
R — GGTAACTTAATAGTCTTCCA 55 124
F-
TCAATCAATTTACTCTTCCATTTCTA Naglik et al.1?
ACA
SAP1 R-— 50 161
CCAGTAGCATTAACAGGAGTTTTAAT
GACA
<DL F — TTGAACAAGAATCCGAATCC 50 206 hu et
R — AGCCAATGACACCACAAGCAG Lot

Temperatura de anelamento (Tm), (Porcentagem dos pares de base Ce G) CG % e
Tamanho do produto detalhados.
Fonte: Elaboracé&o prépria.
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Figura 6- Produtos de PCR purificados visualizados em gel de agarose a 2%

Em A estdo os produtos de PCR purificados dos primers para os genes ERG1 e
ERG3. Em B, esta o produto de PCR purificado do primer para o gene ERG25. Em
C, esta o produto de PCR purificado do primer para o gene ERG11.As quantidades
de pares de base de cada produto de PCR estdo informadas acima da banda
detectada em cada gene (Peso padrao molecular de 1 kb).

Fonte: Elaboracéo propria.

O valor da concentracéo do produto de PCR foi utilizado para calcular
0 numero de cOpias do gene utilizando a equacdo descrita na secéo
4.3.3.2.3. A Tabela 6 mostra os valores das copias dos produtos de PCR.
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Tabela 6- Namero de cépias de cada produto de PCR, obtidos a partir da
equacdo de Yin et al.®®

Produto Médiada Tamanho Copias/ ml Cépias/pL Diluicao para
gene concentra do (a partir da 2 x 10%° copias/pL

cao Produto formula volume final

(ug/mL) (bp) descrita) 50 pL

Volume Volu

Prod. me
PCR (uL) H20O(u

L)
ERG1 42,62 139 2,81E+14 2,81E+11 3,56 46,44
ERG3 68,51 133 4 71E+14  4,71E+11 2,12 47,88
ERG11 8,15 159 4,69E+13  4,69E+10 21,33 28,67
ERG25 29,69 93 5,19E+14 5,19E+11 3,42 46,58
ALS1 16,16 117 1,26E+14 1,26E+11 7,91 42,09
CAP1 16,76 87 1,76E+14 1,76E+11 5,67 44,33
CAT1 39,71 117 3,11E+14 3,11E+11 3,22 46,78
EFG1 14,67 89 1,51E+14 1,51E+11 6,63 43,37
HWP1 33,97 114 2,73E+14 2,73E+11 3,67 46,33
LIP3 16,62 136 1,12E+14 1,12E+11 8,94 41,06
PLB1 24,11 124 1,78E+14 1,78E+11 5,62 44,38
SAP1 31,07 161 1,77E+14 1,77E+11 5,66 44,34
SOD1 58,86 396 1,36E+14 1,36E+11 7,49 4251

Ndmero de copias de cada produto de PCR, obtidos a partir da equacéo de Yin et al.%
e volumes de 4gua molecular grade e produto de PCR para diluicdo dos mesmos para
se obter a concentracdo de 2x 10%° copias/pL para posterior diluigdo seriada. A excecéo
foi o gene ERG11, o qual foi iniciada diluicdo seriada a partir de 2x 10° cépias/uL, pois
0 volume para ter 2x10° copias/uL seria muito elevado (21,33 pL).

Fonte: Elaboracao prépria.

A partir dessa diluicédo (2x10%° cépias/uL), foi realizada diluicédo seriada de
10 vezes, a qual foram misturados 10 pyL do produto de PCR + 90 pL de agua
molecular grade sucessivamente até chegar a concentragdo de 2 x10? cépias/uL.
Essas diluicdes foram utilizadas como “template” nas reacdes de qPCR para
obter a curva de concentracdo de cada gene especifico para analisar a eficiéncia

dos mesmos usando a concentracao 6tima previamente determinada.

5.2.6 qPCR para analise da curva padréo e eficiéncia de cada primer

A técnica de gPCR foi realizada utilizando-se uma aliquota de 0,5 pL das
diluicdes seriadas 2 x 108 a 2 x 102 copias/pL ou Agua de Grau Molecular como
template (NTC) por reagao em um volume final de 25 pyL. Para o Master Mix de
cada primer, foi utilizado um volume do primer 10 mM (foward e reverse) que
correspondesse a sua concentragdo o6tima, 12,5 puL de 2X SYBR Green

Supermix ( Bio-Rad Cat#1708882), e Agua de Grau Molecular até completar o
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volume de 25 pL. O ciclos da ténica de qPCR sédo modificados dependente da
Temperatura de melting (Tm) de cada primer.

O amplification plot mostra a equidistancia entre os pontos na curva de
concentracdo sendo a primeira curva de amplificacdo (em duplicata) (detectada
proxima ao ciclo 10) a diluicdo do produto de PCR em 2x107 copias/uL, a
segunda (em duplicata), detectadas na metade entre o ciclo 10 e o ciclo 20, a
diluicdo dos produtos de PCR em 2x10° copias/yL, e assim por diante, até a
altima curva (em duplicata) préxima ao ciclo 30, que corresponde a diluicdo do
produto de PCR em 2x102 cépias/uL. Outra forma de analisar a diluicdo é através
do coeficiente R? (dados mostrados abaixo da Standard Curve), que deve
sempre estar proximo de 1,000. O coeficiente E, também situado abaixo da
Standard Curve, caracteriza a eficiéncia do primer testado na reagao de gPCR.
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 reacao representa a ndo contaminacgao do material genético, bem como
a nao 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 aproximadamente 1 e eficiéncia de reacéo de 90-110%, com slope
de aproximadamente -3.3.

Com os primers devidamente padronizados e otimizados, esses foram
utilizados seguramente para avaliar a expressao génica de C. albicans nas

amostras recuperadas dos camundongos (Figura 7).
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Figura 7 - Exemplo do Amplification plot, Melt peak e Standard
Curve

Em A, exemplo da amplification plot. As linhas vermelhas
mostram os pontos da curva de amplificacdo dos produtos de
PCR equidistantes. O NTC (linhas amarelas) néo foi detectado.
Em B temos o gréfico da curva padréo (standard curve), onde
pode-se encontrar os pontos da diluicdo bem como os valores da
eficiéncia E (Eficiéncia, que deve estar entre 90 e 110%), R?
(Coeficiente de correlacdo, devendo estar aproximadamente 1) e
Slope (-3.3). Em C, observamos o melt peak. A presenca de
apenas 1 pico mostra a deteccao de apenas um gene. Gréficos
obtidos para confeccao da curva baseada em Produto de PCR do
primer para o gene HWP1. Observa-se que a curva apresenta
caracteristicas adequadas. Dados similares foram observados
para todos os genes testados. Graficos obtidos através do
programa Bio-Rad CFX Manager™ Software.

Fonte: Elaboracao prépria.
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5.3 Extracédo de RNA das Linguas dos Camundongos

As linguas removidas cirurgicamente dos camundongos foram
armazenadas segundo a metodologia descrita em 4.1. A extrag&o foi realizada
em todas as linguas (n=4) para posterior analise do rendimento e integridade em
gel de agarose.

Seguindo a metodologia proposta, 0 RNA das amostras foi isolado e
denominado como RNA bruto. A quantificacdo de RNA das linguas esta

apresentada na Tabela 7.
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Tabela 7- Dados do rendimento de RNA das linguas dos animas, recuperacao 24
horas apés o tratamento

Amostra Leitural Leitura 2 Meédia Rendimento Integridade
(hg/pL) (ng/ul)  (ng/ul)  RNA (ug) em gel *
P-L-1 106,37 101,07 103,72 9,85 OK
P-L-2 187,73 185,97 186,85 17,75 OK
P-L-3 374,65 348,29 361,47 34,34 OK
P-L- 4 203,75 205,77 204,76 19,45 OK
P+L-1 227,31 229,53 228,42 21,70 OK
P+L-2 175,65 181,18 178,415 16,95 OK
P+L- 3 137,48 138,07 137,775 13,09 OK
P+L- 4 223,34 224,76 224,05 21,28 OK
P-L+1 146,32 152,73 149,52 14,20 OK
P-L+ 2 227,38 225,46 226,42 21,51 OK
P-L+ 3 199,35 201,03 200,19 19,02 OK
P-L+ 4 249,67 248,56 249,115 23,67 OK
aPDT 1 218,42 221,24 219,83 20,88 OK
aPDT 2 185,70 184,34 185,02 17,58 OK
aPDT 3 135,13 141,02 138,075 13,12 OK
aPDT 4 249,67 246,26 247,965 23,56 OK
NIS 1 160,48 220,69 190,58 18,11 OK
NIS 2 159,31 160,89 160,10 15,21 OK
NIS 3 173,70 169,08 171,39 16,28 OK
NIS 4 141,17 143,86 142,515 13,54 OK
aPDT+NIS1 365,00 334,28 349,64 33,22 OK
aPDT+NIS 2 481,42 479,53 480,475 45,65 OK
aPDT+NIS 3 264,89 266,52 265,705 25,24 OK
aPDT+NIS4 175,32 163,49 169,405 16,09 OK
NIS+aPDT 1 203,69 208,03 205,86 19,56 OK
NIS+aPDT 2 377,73 379,45 378,59 35,97 OK
NIS+aPDT 3 155,69 156,98 156,335 14,85 OK
NIS+aPDT 4 256,89 265,32 261,105 24,80 OK

(OK): Integridade do material genético. * Imagens dos géis ndo mostradas.
Fonte: Elaborag&o prépria.

Todas as amostras dos diferentes grupos (P-L-, P+L-, P-L+, aPDT, NIS,
aPDT+NIS, NIS+aPDT) apresentaram RNA integro durante a etapa de extracao

verificado através de gel de agarose.

5.4 Purificagdo do RNA
As amostras de RNA foram submetidas a metodologia descrita no item

4.3.5. Para todas as amostras o kit utilizado foi o Micro kit (rendimento entre 1-
45HQ).
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Os dados de rendimento e intregridade em gel de agarose apos a

Primeira etapa de purificagdo (metodologia descrita em 4.3.5.1) estéo descritos

na Tabela 8.

Tabela 8- Dados quantitativos de RNA extraido das linguas dos animais apds primeira
etapa de purificacdo, 24 horas apos o tratamento

Amostra Leitura Leitura2 Média Rendimento Integridade
1 (ng/pL)  (ng/pL) RNA (Mg) em gel de
(ng/uL) agarose(*)

P-L-1 653,47 649,08 651,28 5,40 OK
P-L-2 98,9 101,03 99,97 1,75 OK
P-L-3 433,76 415,77 424,77 7,43 OK
P-L- 4 532,76 540,03 536,40 9,39 OK
P+L-1 499,76 488,97 494,37 8,65 OK
P+L-2 401,02 399,15 400,09 7,00 OK
P+L- 3 115,42 122,33 118,88 2,08 OK
P+L-4 549,35 541,02 545,19 9,54 OK
P-L+1 198,97 202,48 200,73 3,51 OK
P-L+ 2 701,22 711,34 706,28 12,36 OK
P-L+ 3 574,02 566,26 570,14 9,98 OK
P-L+ 4 487,67 471,56 479,62 8,39 OK
aPDT 1 102,34 108,02 105,18 1,84 OK
aPDT 2 198,87 202,04 200,46 3,51 OK
aPDT 3 495,22 489,98 492,60 8,62 OK
aPDT 4 528,56 534,79 531,68 9,30 OK
NIS 1 311,57 313,68 312,63 5,47 OK
NIS 2 178,22 184,32 181,27 3,17 OK
NIS 3 398,22 406,78 402,50 7,04 OK
NIS 4 544,25 549,97 547,11 9,57 OK
aPDT+NIS 1 689,73 694,52 692,13 12,11 OK
aPDT+NIS 2 524,87 531,86 528,37 9,25 OK
aPDT+NIS 3 148,54 139 143,77 2,52 OK
aPDT+NIS 4 322,45 329,65 326,05 5,71 OK
NIS+aPDT1 636,75 642,54 639,65 11,19 OK
NIS+aPDT 2 102,34 99,76 101,05 1,77 OK
NIS+aPDT 3 599,02 605,87 602,45 10,54 OK
NIS+aPDT 4 198,33 205,67 202,00 3,54 OK

(OK): Integridade do material genético.(*)Imagens dos géis ndo mostradas.
Fonte: Elaboracao prépria.
Como pode ser observado (Tabela 8), houve uma perda de material

nessa etapa de purificacdo, o que pode ser justificado pelo fato do RNA ser

instavel e sensivel a diversos fatores, como temperatura. As amostras que

apresentaram rendimento satisfatério (superior ou igual a 3,5ug) foram

submetidas ao tratamento com a Turbo DNase (Ambion) e posteriormente

submetidas a Terceira etapa de purificagdo com kit RNeasy MinElute (Qiagen),
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metodologia descrita no item 4.3.5.3. Os dados de rendimento estdo descritos

na Tabela 9.
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Tabela 9- Dados quantitativos de RNA extraido das linguas dos animais apds terceira
etapa de purificacdo, recuperacdo 24 horas apos o tratamento

Amostra Leitural Leitura 2 Média Rendimento Integridade
(ng/pL)  (ng/pL) (ng/pL) RNA (Mg) em gel de
agarose(*)

P-L-1 248,99 2414 245,195 4,29 OK

P-L-2 12,48 10,94 11,71 0,20 -

P-L-3 215,87 222,54 219,205 3,84 OK

P-L-4 52,18 57,89 55,035 0,96 -

P+L-1 463,46 459,76 461,61 8,08 OK

P+L-2 128,12 124,56 126,34 2,21 OK

P+L-3 19,06 20,15 19,605 0,34 -

P+L-4 158,14 161 159,57 2,79 OK

P-L+1 65,09 71,68 68,385 1,20 OK

P-L+ 2 222,34 228,18 225,26 3,94 OK

P-L+ 3 298,56 301,98 300,27 5,25 OK

P-L+ 4 86,76 92,35 89,555 1,57 OK

aPDT 1 14,56 15,67 15,115 0,26 -

aPDT 2 87,98 91,16 89,57 1,57 OK

aPDT 3 369,04 361,02 365,03 6,39 OK

aPDT 4 223,48 225,98 224,73 3,93 OK

NIS 1 168,68 173,45 171,065 2,99 OK

NIS 2 74,35 76,98 75,665 1,32 -

NIS 3 242,86 244,56 243,71 4,26 OK

NIS 4 201,45 208,76 205,105 3,59 OK
aPDT+NIS1 261,78 269,42 265,6 4,65 OK
aPDT+NIS 2 102,35 110,11 106,23 1,86 OK
aPDT+NIS 3 19,87 22,34 21,105 0,37 -
aPDT+NIS 4 198,15 202,47 200,31 3,51 OK
NIS+aPDT 1 368,56 370,59 369,575 6,47 OK
NIS+aPDT 2 301,14 311,26 306,2 5,36 OK
NIS+aPDT 3 67,12 61,32 64,22 1,12 -

NIS+aPDT 4 19,24 23,69 21,465 0,38 -

(OK): Integridade do material genético. (-): Degradacao do material genético.(*) Imagens
dos géis ndo mostradas.
Fonte: Elaboracao prépria.

Conforme observado na Tabela 9, os resultados demonstraram que
pelo menos duas amostras de cada grupo apresentaram rendimento satisfatorio
(superior a 3,5ug de RNA). Essa quantidade minima é necesséria para analisar
a expressao por grupo, pois utiliza-se:

v" 0,5ug de RNA para correr um gel de agarose e checar integridade do
material genético;
v' 2ug para sintese do cDNA para controle positivo (RT+ em duplicata);

v' 1ug para sintese de cDNA para controle negativo (RT-).
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Exceto para o grupo P+L-, nesse grupo foi realizada a combinacao
(“pool”’) das amostras P+L- 2 e P+L- 4 (rendimento de 2,21 e 2,79 ug,
respectivamente). A leitura em Nanoespectofotbmetro apos a unido foi de 100,26
ng/pL (média de duas leituras), resultando em um rendimento de 3,61 ug. Esse
valor é suficiente para realizacdo de gel de agarose e sintese de cDNA.

As amostras foram checadas quanto a integridade em gel de agarose
2%, mostrado na Figura 8.

Figura 8- Gel de agarose 2% das amostras apos Terceira Purificagdo

RNA RNA RNA RNA RNA
Puo Puro Pum Puro Pum
P-L- P-L+ P#- aPDT NIS

Imagem obtida através do equipamento BIO RAD Molecular Image Gel Doc™XR+
with Image Lab Software, apos Eletroforese em Gel de agarose 2% do RNA dos
diferentes grupos (P-L-; P-L+; P+L-; aPDT; NIS; aPDT+NIS; NIS+aPDT,
respectivamente). Nota-se integridade das bandas correspondentes a RNA
ribossomal para todas as amostras em todos 0s grupos. Observa-se também
auséncia de DNA.

Fonte: Elaboracéo prépria.

5.5 Sintese de cDNA

As amostras de RNA foram diluidas para que chegassem a
concentracao de 100 ng/uL. Entado, o cDNA foi confeccionado com 1 ug de RNA
seguindo a metodologia proposta em 4.3.6. Foram confeccionados dois cDNAs
RT+ para cada amostra de cada grupo e um cDNA RT- (amostra em que nédo é
colocada a enzima Transcriptase Reversa, a qual ndo deve apresentar

expressao génica se o material genético ndo estiver contaminado).

5.6 qPCR para Avaliacdo da Expressédo Génica

Utilizou-se a metodologia descrita no item 4.3.7. A placa apresentava a
curva de concentracdo de cada gene com as caracteristicas ideais, bem como o
cDNA das amostras de todos os grupos. Devido a quantidade de grupos, uma
placa s6 nao foi suficiente, sendo necessario realizar duas placas para cada

gene. Todas as reacdes de gPCR foram analisadas e apresentaram Melt Curves
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ideais (com apenas 1 pico), coeficiente de correlacdo de aproximadamente 1 e
eficiéncia da reagédo entre 90 — 110%, com slope de aproximadamente -3.3.
(Figura 9). O Threshold foi estabelecido em 100 para todos 0s genes.

Houve alteragdo no “ciclo de polimerizagado” (Ciclo 2/Step 4) para os
primers dos genes SAP1 e SOD1, ao invés de 15 segundos, foram utilizados 30
segundos. Esse fato pode ser justificado devido ao tamanho do produto de PCR
desses genes (161 e 396 bp, respectivamente).

As médias dos dados Start Quantify “SQ mean” foram submetidas a
analise estatistica para analisar se os diferentes tratamentos influenciaram na
expressdo dos genes de viruléncia e envolvidos na sintese de ergosterol de C.
albicans resistente ao fluconazol presente nas linguas dos camundongos. O fator
“Grupos” foi considerado como variavel independente e “SQ mean” como
variavel dependente.

Os dados de expresséao génica para os genes todos 0s genes passaram
pelo pressuposto de normalidade (p>0,05). Para o teste de Homogeneidade de
Variancias apenas os genes CAPl, CAT1l, ERG25, HWP1, LIP3 foram
considerados homocedasticos (p>0,05). JA os genes ALS1, EFG1, ERG1],
ERGS, ERG11, SAP1, SOD1 foram heterocedasticos (p<0,05). Para esses que
nado foram homocedasticos, o teste estatistico utilizado foi ANOVA com correcéo
de Welch e em caso de diferenca estatistica, o pos-teste utilizado foi Games-
Howell. Para os genes que passaram nos pressupostos de normalidade e
homocedasticidade das variancias (p>0,05), o teste empregado foi ANOVA,

seguida do pés teste de Tukey.
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Amplification
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Figura 9- Exemplo de Amplification plot, Standard Curve e Melt
(B) o . Sltanldard lZ:url.reI L o Peak.
25 1 M e R R e P Os gréficos foram resultados do qPCR para o gene HWP1 com o
T —a__ ] cDNA | das linguas dos camundongos dos diferentes grupos. Em A,
20 __ . ............. o .-.H-:H?w-".".'-;...é ............ e e SERRES _ amplification plot. As linhas vermelhas mostram os pontos da curva
- : EH'"'H-H : de amplificagéo dos produtos de PCR equidistantes (6 pontos). As
e s Lo S -.h-.-\-\.--."'?h_\_\_._;h_. ........ e L linhas azuis mostram os pontos de amplificagao dos diferentes
; ; L T~ : grupos (RT+), enquanto que as linhas verdes representam o RT-, 0
oL S S T ] qual n&o houve amplificagdo. Em B, observa-se o gréafico da curva
: : : . ’,;;H padrdo (standard curve), onde os “circulos” da reta sao
3 . - s - S s caracterizados pelos pontos da curva de concentrac&o do gene e 0s
Log Starting Quantity “X” sao caracterizados pelos pontos das amostras. Em C,
O Standard observamos o melt peak com a presenca de apenas um pico.
X TR o o8 v e Siopen-3 302 ynt=35,208 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: Elaboracao propria.



88

Como pode ser observado na Figura 10, os diferentes tratamentos
influenciaram na expresséo génica do gene ERG1, essa diferenga foi identificada
pelo pos-teste de Games-Howell. Os grupos P-L-, P-L+, P+L- apresentaram 0s
maiores valores de expressao genica e foram estatisticamente semelhantes entre si
(p>0,05). Os grupos aPDT e NIS foram estatisticamente semelhantes entre si
(p=1,000) e apresentaram menores valores de expressédo génica comparado com 0
grupo P-L-. Os grupos em que foram utilizados terapia combinada (NIS+aPDT e
aPDT+NIS) apresentaram o0os menores valores de expressao genica e foram
estatisticamente diferentes entre si (p=0,018) e em relacdo aos demais grupos
(p<0,001).

Figura 10- Expresséo do gene ERG1 avaliada em cada grupo experimental nas
amostras recuperadas 24 horas apos o tratamento
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Grupos experimentais

Média e desvio padrao da expressao do gene ERG1 em cada grupo
experimental de tratamento. Letras mindsculas diferentes denotam
diferenca estatistica (p<0,05) (pés-teste de Games-Howell). O eixo “Y”
esta representado em escala Logio para melhor visualizagéo dos dados.
Fonte: Elaboracao prépria.

Na Figura 11 podemos observar que os diferentes tratamentos
influenciaram a expresséo do gene ERG11. Essa diferenca foi identificada pelo pos-
teste de Games-Howell. Os grupos P-L- e P+L- foram estatisticamente semelhantes
entre si (p=0,079) e apresentaram 0s maiores valores de expressdao génica. Os
grupos aPDT, NIS, NIS+aPDT e aPDT+NIS foram estatisticamente semelhantes
entre si (p>0,05) e apresentaram 0s menores valores de expressao genica. Por outro
lado, o grupo P-L+ foi estatisticamente diferente em relacdo aos demais grupos,
sendo p=0,012; p=0,018; p=0,007; p=0,007 para os grupos aPDT, NIS, NIS+aPDT e
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aPDT+NIS (p<0,05) apresentando valores de expressao génica intermediarios em
relagdo aos mesmos.
Figura 11- Expresséo do gene ERG11 avaliada em cada grupo

experimental nas amostras recuperadas 24 horas apdés o tratamento

ERG11
4 50E+02
d
4 DOE+02
3,50E+02
_, 3,00E+02
t Iy iy
E. 2 50E+02
r— l"lﬂl _l"I a
LD1 2_, Ui E o 2 I
“ 1,50E+02
1,00E+02 b
5,00E+01 :[ C c C C
T == = T
0,00E+00
P-L- P-L+ P+L- aPDT MNIS MI5+aPDT aPDT+MIS
Grupos experimentais

Média e desvio padrao da expressao do gene ERG11 em cada grupo
experimental de tratamento. Letras minusculas diferentes denotam diferenca
estatistica (p<0,05) (p6s teste de Games-Howell). O eixo “Y” esta
representado em escala Logio para melhor visualizagdo dos dados.

Fonte: Elaboracao prépria.

Como pode ser observado na Figura 12, os diferentes tratamentos
influenciaram na expresséo génica do gene ERG3, essa diferenga foi identificada
pelo poés teste de Games-Howell. Os grupos P-L-, P-L+, P+L- ndo apresentaram
diferenca estatistica entre si (p>0,05) e apresentaram 0s maiores valores de
expressao génica. Os grupos aPDT, NIS+aPDT e aPDT+NIS foram estatisticamente
semelhantes entre si (p>0,05) e apresentaram menores valores de expressao génica
comparado com o grupo P-L-. Também pode ser observado que o grupo NIS foi
estatisticamente diferente dos demais grupos, sendo p=0,014; p=0,003 e p=0,003
para os grupos aPDT, NIS+aPDT e aPDT+NIS, respectivamente. Apresentando o

menor valor de expressao génica dentre esses grupos.
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Figura 12- Expresséo do gene ERG3 avaliada em cada grupo
experimental nas amostras recuperadas 24 horas apés o tratamento
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Grupos experimentais

Média e desvio padrdo da expressdo do gene ERG3 em cada grupo
experimental de tratamento. Letras minasculas diferentes denotam
diferenca estatistica (p<0,05) (pds teste de Games-Howell). O eixo “Y” esta
representado em escala Logio para melhor visualizagdo dos dados.

Fonte: Elaboragéo proépria.

Como pode ser observado na Figura 13, os diferentes tratamentos
influenciaram na expressédo génica do gene ERG25, essa diferenca foi identificada
pelo pos-teste de Tukey. Os grupos P-L- e P+L- ndo apresentaram diferenca
estatistica entre si (p=0,356) e apresentaram 0s maiores valores de expressao
génica. Por outro lado, os grupos NIS, NIS+aPDT e aPDT+NIS foram
estatisticamente semelhantes entre si e apresentaram 0s menores valores de
expressao génica comparado ao grupo P-L-. Os demais grupos (P-L+ e aPDT) foram
estatisticamente semelhantes entre si (p=0,254) e apresentaram valores de
expressao génica intermediarios em relagdo aos demais grupos. O grupo P-L+ foi
diferente dos grupos NIS, aPDT+NIS e NIS+aPDT, apresentando p<0,001. Ja o

grupo aPDT apresentou valores de p=0,001 em relag&o a esses grupos.



91

Figura 13- Expresséo do gene ERG25 avaliada em cada grupo
experimental nas amostras recuperadas 24 horas apdés o tratamento
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Grupos experimentais

Média e desvio padrdo da expressdo do gene ERG25 em cada grupo
experimental de tratamento. Letras mindsculas diferentes denotam
diferenca estatistica (p<0,05) (pds teste de Tukey). O eixo “Y” esta
representado em escala Logio para melhor visualizagdo dos dados.
Fonte: Elaboracao prépria.

De acordo com os resultados foi possivel observar que, os diferentes
tratamentos influenciaram na expressdo génica do gene ALS1 (Figura 14). As
diferencas entre grupos de tratamento foram identificadas através pelo pos-teste de
Games-Howell. Os grupos P-L- e P+L- foram estatisticamente semelhantes
(p=1,000) e apresentaram maiores valores de expressdo. Os grupos onde foi
aplicado a terapia combinada (NIS+aPDT ou aPDT+NIS) apresentaram os menores
valores de expressao genica e foram estatisticamente semelhantes entre si (p<0,05).
Ja os demais grupos apresentaram menores valores de expressao génica e foram

estatisticamente diferentes entre si (P-L+, aPDT e NIS), sendo p<0,001.
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Figura 14- Expresséao do gene ALS1 em cada grupo experimental nas
amostras recuperadas 24 horas apds o tratamento
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Grupos experimentais

Média e desvio padrdo da expressdo do gene ALS1 em cada grupo
experimental de tratamento. Letras minlUsculas diferentes denotam
diferenca estatistica (p<0,05) (pés-teste de Games-Howell). O eixo “Y”
esta representado em escala Logio para melhor visualizagdo dos dados.
Fonte: Elaboracao prépria.

Os diferentes tratamentos influenciaram na expressdo génica do gene
HWP1 (Figura 15). As diferencas entre os diferentes grupos de tratamento foram
identificadas através do poOs-teste de Tukey. Os grupos P-L-, P-L+ e aPDT foram
estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05) apresentando os menores valores de
expressao génica. Por outro lado, os grupos NIS, NIS+aPDT e aPDT+NIS (p>0,05)
apresentaram 0s maiores valores de expressdo génica e apresentaram
comportamento estatisticamente semelhantes entre si. O grupo P+L- foi
estatisticamente diferente de todos os demais grupos (p<0,001), apresentando

valores intermediarios de expresséo génica.
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Figura 15- Expressédo do gene HWP1 avaliada em cada grupo
experimental nas amostras recuperadas 24 horas apés o tratamento
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Grupos experimentais

Média e desvio padrao da expressao do gene HWP1 em cada grupo
experimental de tratamento. Letras minuUsculas diferentes denotam
diferenca estatistica (p<0,05) (pdés teste de Tukey). O eixo “Y” esta
representado em escala Logio para melhor visualizagédo dos dados.
Fonte: Elaboracao prépria.

Na Figura 16 podemos observar que os diferentes tratamentos
influenciaram na expressao génica do gene EFGL1. As diferencas entre os grupos de
tratamento foram identificadas por meio do pés teste de Games-Howell. Os grupos
P-L- e P+L- foram estatisticamente semelhantes entre si (p=0,320). Os grupos P-
L+, aPDT, NIS, NIS+aPDT e aPDT+NIS foram estatisticamente semelhantes entre
si (p>0,05) e apresentaram menores valores de expressdo genica comparado ao

grupo controle (P-L-).
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Figura 16- Expresséo do gene EFG1 avaliada em cada grupo
experimental nas amostras recuperadas 24 horas apdés o tratamento
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Grupos experimentais

Média e desvio padrdo da expressdo do gene EFG1 em cada grupo
experimental de tratamento. Letras minulsculas diferentes denotam
diferenca estatistica (p<0,05) (po6s teste de Games-Howell). O eixo “Y”
esta representado em escala Logio para melhor visualizagdo dos dados.
Fonte: Elaboracao prépria.

A Figura 17 demonstra que os diferentes os diferentes tratamentos
influenciaram na expressao génica do gene CAPL, e essa diferenca foi identificada
pelo pos teste de Tukey. Os grupos P-L- e P+L- ndo apresentaram diferenca
estatistica, sendo p=0,998. Os demais grupos apresentaram menores valores de
expressdo génica. Os grupos P-L+ e aPDT foram estatisticamente semelhantes
entre si e apresentaram valores menores de expressao génica comparados ao grupo
P-L- (p=0,740). Os grupos NIS, NIS+aPDT e aPDT+NIS foram estatisticamente
semelhantes entre si (p>0,05) e e apresentaram 0s menores valores de expressao

génica comparados aos demais grupos.



95

Figura 17- Expresséo do gene CAP1 em cada grupo experimental nas
amostras recuperadas 24 horas apoés o tratamento
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Grupos experimentais

Média e desvio padrdo da expressdo do gene CAP1 em cada grupo
experimental de tratamento. Letras mindsculas diferentes denotam
diferenca estatistica (p<0,05) (pOs teste de Tukey). O eixo “Y” esta
representado em escala Logio para melhor visualizagdo dos dados.
Fonte: Elaboracao prépria.

Em relacéo a expressédo do gene CATL1 (Figura 18), foi observada diferenca
estatistica nos diferentes grupos avaliados e essa diferenca foi identificada pelo pds
teste de Tukey. Os grupos P-L- e P+L- ndo apresentaram diferenca estatistica entre
si, sendo p=1,000. Os grupos aPDT e aPDT+NIS também foram estatisticamente
semelhantes entre si e apresentaram maiores valores de expressao géncia
(p=0,255) comparados ao grupo P-L-. Os grupos NIS+aPDT e aPDT+NIS também
foram estatisticamente semelhantes entre si com maiores valores de expressao
géncia (p=0,909) comparados ao grupo P-L+. Os demais grupos foram
estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). O grupo P-L+ foi estatisticamente
diferente de todos os grupos, sendo p<0,001. O grupo aPDT foi estatisticamente
diferente do grupo (p=0,018) do grupo NIS+aPDT apesar da proximidade dos

valores.
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Figura 18- Expresséo do gene CAT1 avaliada em cada grupo experimental
nas amostras recuperadas 24 horas apés o tratamento
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Grupos experimentais

Média e desvio padrdo da expressdo do gene CAT1 em cada grupo
experimental de tratamento. Letras minusculas diferentes denotam diferenca
estatistica (p<0,05) (pGs teste de Tukey). O eixo “Y” esta representado em
escala Logio para melhor visualizacéo dos dados.

Fonte: Elaboracao prépria.

O gene SOD1, apresentou diferenca estatistica na expressao génica dos
diferentes grupos de tratamento, essa diferenca foi identificada através do pds teste
de Games-Howell (Figura 19). O grupo P-L- apresentou os maiores valores de
expressdo génica e foi estatisticamente diferente de todos os demais grupos
(p<0,05). O grupo NIS+aPDT foi estatisticamente diferente dos demais grupos e
apresentou os menores valores de expressao génica, seguidos dos grupos aPDT e
aPDT+NIS que foram estatisticamente semelhantes entre si (p=0,844). O grupo NIS
foi estatisticamente diferente dos demais grupos e apresentou menor valor de
expressao génica comparado ao grupo P-L- (p<0,05). Os grupos P-L+ e P+L- foram
estatisticamente semelhantes (p=0,518) e apresentaram valores de expressao

génica intermediarios comparados aos demais grupos.
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Figura 19- Expresséao do gene SOD1 avaliada em cada grupo
experimental nas amostras recuperadas 24 horas apés o tratamento
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Grupos experimentais

Média e desvio padrdo da expressdo do gene SOD1 em cada grupo
experimental de tratamento. Letras mindsculas diferentes denotam
diferenca estatistica (p<0,05) (po6s teste de Games-Howell). O eixo “Y”
esta representado em escala Logio para melhor visualizagéo dos dados.
Fonte: Elaboracao prépria.

A Figura 20 demonstra que os diferentes tratamentos influenciaram na
expressdo génica do gene SAP1 e essa diferenca foi identificada pelo pés-teste de
Games-Howell. Os grupos que foram tratados com terapia combinada (NIS+aPDT e
aPDT+NIS) foram estatisticamente iguais entre si (p=0,668) e apresentaram 0s
menores valores de expressdo génica comparado ao grupo P-L-, seguida da
aplicacdo da aPDT isoladamente. Os demais grupos (aPDT, P+L- e NIS) foram
estatisticamente diferentes entre si (p<0,05) e apresentaram valores intermediarios

de expresséao génica.
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Figura 20- Expresséo do gene SAP1 avaliada em cada grupo
experimental nas amostras recuperadas 24 horas apés o tratamento
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Média e desvio padrdo da expressdo do gene SAP1l em cada grupo
experimental de tratamento. Letras minusculas diferentes denotam diferenca
estatistica (p<0,05) (pés teste de Games-Howell). O eixo “Y” esta
representado em escala Logio para melhor visualizagdo dos dados.

Fonte: Elaboracao prépria.

Em relacdo a expressao do gene PLB1 (Figura 21), ndo houve expressao
em nenhum dos grupos experimentais do presente estudo.

Figura 21- Expresséo do gene PLB1 avaliada em cada grupo
experimental nas amostras recuperadas 24 horas apés o tratamento
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Média e desvio padrao da expressdo do gene PLB1 em cada grupo
experimental de tratamento. Letras mindsculas diferentes denotam
diferenca estatistica (p<0,05) (p0s teste de Games-Howell). O eixo “Y”
esta representado em escala Logio para melhor visualizagdo dos dados.
Fonte: Elaboracao prépria.
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Como pode ser observado na Figura 22, os diferentes tratamentos
influenciaram na expresséo génica do gene LIP3, essa diferenca foi identificada pelo
pos-teste de Tukey. O grupo P-L- foi estatisticamente diferente dos demais grupos
(p<0,05) e apresentou os maiores valores de expressao génica. Os grupos P-L+,
aPDT, NIS e aPDT+NIS ndo apresentaram diferenca estatistica entre si (p>0,05) e
apresentaram os menores valores de expressao génica comparado ao grupo P-L-.
Os grupos aPDT, NIS+aPDT e aPDT+NIS também foram estatisticamente
semelhantes entre si (p>0,05). Por outro lado, o grupo P+L- foi estatisticamente
diferente dos demais grupos (p<0,05) e apresentou valores intermediarios de
expressao génica.

Figura 22- Expresséo do gene LIP3 avaliada em cada grupo
experimental nas amostras recuperadas 24 horas apés o tratamento
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Média e desvio padrdo da expressdo do gene LIP3 em cada grupo
experimental de tratamento. Letras minUsculas diferentes denotam
diferenca estatistica (p<0,05) (pOs teste de Tukey). O eixo “Y” esta
representado em escala Logio para melhor visualizagédo dos dados.
Fonte: Elaboracao prépria.
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6 DISCUSSAO

Desde o inicio dos anos 80, as infec¢des fungicas tém sido consideradas um
grave problema ao redor de mundo, especialmente em individuos
imunocomprometidos. A OPC representa uma das infe¢des fungicas mais frequentes
e seu principal agente etiologico é a espécie C. albicans!. O fluconazol tem sido
utilizado com frequéncia no tratamento de muitas infec¢cdes causadas por Candida
uma vez que apresenta custo acessivel, exibe toxicidade limitada, e esta disponivel
para administragdo oral?!. Essa droga atua na biossintese do ergosterol, através da
enzima P450 14-a desmetilase que catalisa a conversdo da lanosterol em
ergosterol*’. Contudo, o desenvolvimento de resisténcia antifingica a estes
medicamentos vem aumentando e relacionam-se com alteracbes genéticas na
enzima alvo, além de sua super-expressdo no citoplasma celular’-*. Dessa forma,
€ necessario compreender os mecanismos de resisténcia que envolvem a expressao
de genes, bem como encontrar modalidades alternativas de tratamento, além de
investigar como essas modalidades poderiam interferir na expressao desses genes.
Nesse contexto, a aPDT vem sendo sugerida como uma forma de tratamento. A
aPDT associa a luz, em um comprimento de onda adequado ao fotossensibilizador,
e, na presenca do oxigénio leva a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS)?°. Essas espécies reativas sdo capazes de promover a inativagdo celular. O
FS Photodithazine® em meio biol6gico, apresenta carga negativa, o que facilita o
seu transporte através da membrana celular do fungo, levando a seu acumulo
intracelular®. Além disso, o PDZ possui um alto rendimento quantico na formacéo
de oxigénio singleto, que apresenta importante papel na inativagdo microbiana.

Estudos em modelo animal de candidose mostram que a aPDT mediada pelo
PDZ associada a luz LED apresentou resultados promissores na inativacao cepas
de C. albicans suscetiveis ao fluconazol*?, bem como no tratamento de candidose
induzida em modelo murino*3. Utilizando 200 mg/L of PDZ associada a 50 J/cm? de
luz LED, Hidalgo et al.** avaliaram in vivo a eficacia da aPDT e do antifingico
Nistatina no tratamento de candidose em modelo murino cujos os animais foram
contaminados com cepa padrao de C. albicans resistente ao fluconazol. Os autores
observaram que a aplicacdo isolada de Nistatina (NIS) e aPDT promoveu reducao
de 1,3 e 1,1 logio respectivamente, em relacdo ao grupo P-L- e o aspecto

macroscopico da lesdo permaneceu similar ao grupo controle. Por outro lado,
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guando as terapias foram associadas, houve reducdo no numero de coldnias viaveis
sendo 2,6 logio e 2,1 logio, para os grupos aPDT+NIS e NIS+aPDT, respectivamente,
e a lesédo apresentou reducédo de aproximadamente 90%. No presente estudo, foi
avaliada a expressdo de genes de viruléncia (ALS1, HWP1, EFG1, CAP1, CAT]1,
SOD1, SAP1, PLB1 e LIP3) e genes envolvidos na sintese de ergosterol (ERG1,
ERG11, ERG3 e ERG25) em C. albicans presentes em linguas de camundongos
submetidos a diferentes modalidades de tratamento (NIS, aPDT, aPDT+NIS e
NIS+aPDT). Além disso foi avaliado se os tratamentos alteram o perfil de resisténcia
da cepa ao fluconazol (CaR) por meio da avaliacdo da CIM e CFM.

Com relagado a CIM, os resultados demonstraram comportamento
estatisticamente semelhante entre os grupos de tratamento para cepas recuperadas
24 horas e 7 dias, e ndo revelou diferenca estatistica ha comparacdo com 0 grupo
controle (CIM > 256ug/mL). Dessa forma, os tratamentos avaliados n&o apresentam
potencial para alterar a CIM de C. albicans resistente ao fluconazol. Os dados de
UFC/mL revelaram reducbes de aproximadamente 2 logio, mesmo na maior
concentracdo de fluconazol testada (1024 pg/mL) para todos 0s grupos
experimentais.

N&o ha na literatura pertinente estudos que tenham investigado o efeito da
aPDT e associagdo com NIS em colbnias recuperadas de animas submetidos as
modalidades de tratamento avaliadas no presente estudo. Quando confrontados os
dados do grupo P-L-(controle) com os existentes na literatura para a cepa ATCC
96901 °7 foi observado comportamento semelhante (CIM> 256ug/Ml). Esses
resultados demonstraram que ao ser inoculada em animal, essa cepa permaneceu
com as mesmas caracteristicas observadas in vitro e ndo houve modificacdo no seu
perfil de resisténcia mesmo apos ser submetida aos tratamentos (NIS, aPDT ou
aPDT+NIS e NIS+aPDT).

Para analise da expressao dos genes de viruléncia e envolvidos na sintese de
ergosterol em C. albicans presentes em linguas de camundongos submetidos a
diferentes modalidades de tratamento (NIS, aPDT, aPDT+NIS e NIS+aPDT) foi
utilizada a técnica RT-gPCR. Por meio dessa técnica € possivel por transcricdo
reversa, detectar e quantificar a expressao génica a partir da deteccdo de
fluorescéncia. Essa técnica tem sido empregada em diversas areas da biologia
molecular devido a sua eficacia, especificidade e fidelidade®3. Para adequada anéalise

da expressao génica, € necessario o correto armazenamento e manipulacdo das
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amostras, além de primers especificos e com boas caracteristicas. Para analise dos
genes envolvidos na viruléncia de C. albicans foram utilizados primers da
literatura’’1181, Para possibilitar a analise dos genes envolvidos na sintese de
ergosterol foi realizado delineamento dos primers respeitando as caracteristicas
consideradas como ideais pela literatura pertinente®682em que a temperatura de
anelamento deve estar entre 55-60°C, o tamanho do produto deve ser de
aproximadamente 150 bp e o peso 6timo de primer em torno de 18-25 bp.55%6. O
programa Oligo Explorer Design foi o escolhido para delineamento dos primers para
os genes ERG1, ERG3, ERG11 e ERG25. Os resultados demonstraram que as Tm
observadas para os genes ERG1, ERG3, ERG11 e ERG25 foram de 57, 59, 58 e
55°C, respectivamente. De acordo com Thornton et al.?, a temperatura de
anelamento ideal deve estar proxima de 59/60° C. Por outro lado, Bustin®® descreveu
gue 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 GC tém uma Tm maior do que aqueles com mais pares de bases
AT® sendo importante que a porcentagem de GC esteja em torno de 40%. Os
resultados observados demonstraram que a porcentagem de GC foi adequada para
todos os primers, variando entre 38 a 45%. Também foi observado que o tamanho
do produto foi de 139, 133, 159 e 93 bp, para os genes ERG1, ERG3, ERG11 e
ERG25, respectivamente. O peso 6timo para os genes ERG1, ERG3 e ERG25 foi de
20 bp, enquanto que para ERG11 foi de 18 bp. Além disso, foi observado que os
primers desenhados apresentaram pico Unico e auséncia de dimmers. As curvas
padrédo foram feitas a partir de diluicdo seriada de produtos de PCR purificados e
resultou em Eficiéncia de 90-110% e R? = 0.99, com slope de = - 3.3. A andlise da
Melt Curve tem sido considerada uma poderosa ferramenta que fornece uma
identificacdo dos produtos amplificados, distinguindo-os de produtos inespecificos
(artefatos) e dimeros de primers®566.82. Os Amplification plots dos genes delineados
nesse estudo mostraram diluicbes equidistantes e um Unico pico na Melt curve, o
gue é um bom indicador da eficiéncia do primer.

No que se refere a especificidade, os primers delineados nédo foram
especificos para C. albicans, uma vez que apresentaram reacao cruzada com outras
espécies de Candida. Tal caracteristica € uma limitacdo, principalmente, nos estudos
conduzidos em amostras clinicas uma vez que o0s pacientes com candidose oral

podem apresentar mais de uma espécie de Candida em sua microbiota, além de
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biofilmes mistos com diversas espécies de microrganismos. Sendo assim, 0s primers
delineados no presente estudo estao indicados para serem utilizados em estudos in
vitro e ndo devem ser utilizados para analise de amostras clinicas.

O ergosterol € um importante componente da membrana celular lipidica do
fungo que modula a fluidez, permeabilidade e integridade da membrana de C.
albicans sendo alvo dos antifingicos®. Os polienos estabelecem interacées
hidrofobicas com o ergosterol, modificando a permeabilidade da membrana,
podendo ocasionar a morte celular®®. JA os azéis atuam no gene responsavel por
codificar a enzima 14-a-lanosterol-demetilase (ERG11), uma superexpressdo do
gene ERGI11 pode ocasionar desenvolvimento de resisténcia aos derivados
azélicos?1?2,

A via de biossintese do ergosterol envolve diversas conversdes realizadas por
enzimas secretadas por diferentes genes. Pode-se destacar a acado de ERG1, que
atua nas fases iniciais da conversao, de esqualeno para esqualeno epoéxido. O gene
ERG11, atua na conversao de lanosterol em C14-demetil-lanosterol. O gene ERG25
atua convertendo esse ultimo esterol em metilzimosterol-carboxilato. J& o gene
ERG3, atua nas vias finais convertendo fecosterol em ergosterol®4. Assim, julgou-se
importante avaliar como diferentes tratamentos (aPDT, NIS, aPDT+NIS e
NIS+aPDT) poderiam afetar a expressdo desses genes envolvidos na biossintese
do ergosterol. No presente estudo, foi observado que os genes ERG1, ERG3,
ERG11 e ERG25 apresentaram comportamento semelhante, com reducdo da
expressao génica nos grupos onde foram realizados os tratamentos em comparagao
com o grupo controle (P-L-). Para o gene ERG1, a terapia combinada (aPDT+NIS;
NIS+aPDT) promoveu maior reducdo na expressao, seguido da aPDT e NIS que
foram estatisticamente semelhantes e menor que o controle (P-L-). Esse gene
codifica a enzima esgualeno epoxidase. Outros autores® observaram que a mutagdo
de ERG1 ocasiona reducao no conteudo de ergosterol e acumulo do seu precursor
(esqualeno), que em grandes quantidades pode ser téxico a célula fungica.

A reducédo na expressao do gene ERGL11 nos diferentes grupos de tratamento
(@aPDT, NIS, NIS+aPDT e aPDT+NIS) representa um resultado bastante positivo.
Esse gene sintetiza a enzima 14-a-lanosterol que é o alvo do tratamento com o
antifungico fluconazol, essa ligacdo promove o0 bloqueio dessa sintese, e,
consequente esgotamento do ergosterol na membrana celular fungica??2. De

acordo com Wu et al.85 o ERG11 também desempenha um papel essencial no
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desenvolvimento da hifa, na adaptacdo ao estresse oxidativo e na viruléncia em C.
albicans. A cepa ATCC 96901 utilizada no presente estudo é resistente ao
fluconazol, de forma que a reducdo na expressao do gene ERG11 denota provavel
reducdo na sua resisténcia, indicando que a membrana flngica estaria mais
permeével, mecanismo que facilita a morte celular. Além disso, o acumulo intra-
celular de esterdis intermediérios, pode ser toxico ao fungo ocasionando a inibi¢éo
do mesmo®8.

Foi observada reducéo na expressao do gene ERG3 para todos os grupos de
tratamento (aPDT, NIS+aPDT e aPDT+NIS) em relacdo ao controle (P-L-), sendo
essa redugcdo mais acentuada no grupo NIS em relagdo aos demais grupos de
tratamento. Esse gene é reponsavel por codificar a enzima C 5,6-desaturase que
atua nas vias finais de biossintese. A interacdo da Nistatina com os ergosterois da
membrana leva a formacdo de poros ou ainda pode ocasionar mudancas nas
propriedades fisicas da membrana lipidica, esses dois mecanismos ndo séo
mutuamente exclusivos®. Como observado no estudo in vivo, ndo houve reducgéo
significativa na contagem de coldnias viaveis para o grupo tratado apenas com a NIS
(1,3 log1o) “* 0 que pode indicar que o antifingico ndo alterou de maneira significativa
a permeabilidade da membrana, apenas promoveu uma alteragdo pontual nas
propriedades da bicamada lipidica do fungo. A ligacdo da Nistatina ao ergosterol
pode ter promovido queda na reposicao constante desse lipideo da membrana.

Para o gene ERG25, também foi observada reducdo na expressdo génica
para todos 0s grupos submetidos aos tratamentos em relacdo ao controle (P-L-),
entretanto, essa reducao foi mais acentuada nos grupos onde foi utilizado o
antifangico Nistatina. Esses resultados sugerem que a Nistatina possa ter alterado a
via de biossintese do ergosterol, prejudicando a producdo e reposicdo de novos
esterdis a membrana. Para o grupo aPDT foram observados valores de expressao
génica semelhantes ao grupo tratado apenas com a luz (P-L+). Tem sido relatado
gue a luz aplicada isoladamente apresenta efeito sobre a membrana da célula
fungica®®®’. Berg et al.8’ observaram que a aplicacdo da luz aumentou a
permeabilidade da membrana facilitando a entrada de macromoléculas no citosol
celular. Segundo Romano et al.?%, a luz aplicada previamente a aPDT altera a
permeabilidade da membrada de C. albicans, facilitando a incorporacdo do

fotossensibilizador pelo fungo, potencializando o efeito da aPDT. A reducdo na
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expressdo do gene ERG25, pode ser atribuida a diminuicdo da disponibilidade de
ergosterol na membrana, aumentando assim a sua permeabilidade.

De forma geral os resultados indicam reducdo na expressao dos genes
relacionados com a biossintese do ergosterol (ERG1, ERG3, ERG11 e ERG25) pode
promover reducdo significativa na producdo desse componente da membrana
flngica, que é alvo de polienos e azobis®. Esses resultados sugerem que o0s
tratamentos sdo capazer de alterar a membrana celular, favorecendo a
permeabilidade e vulnerabilidade do fungo. Efeito semelhante também foi observado
para os genes ERG11 e ERG25 quando a luz LED foi aplicada isoladamente.

Na grande maioria dos casos, infec¢cdes causadas pelas espécies de Candida
sdo resultados da capacidade do fungo em formar biofilmes sobre superficies
biéticas e abidticas®6. Tanto a morfologia de levedura quanto a de hifas de C.
albicans, tem papel fundamental no processo de formacéo do biofilme®. A formacéo
do biofilme pode ser dividida em: adesao de C. albicans em forma de levedura ao
substrato (fase de adeséo); proliferacdo celular e producéo de projecbes alongadas
gue séo as formas filamentosas da C. albicans, incluindo hifas e pseudohifas (fase
de iniciagdo); formacao de matriz extracelular, fazendo com que o biofilme adquira
tolerancia medicamentosa (fase de maturacdo); e, por ultimo, as células se
desprendem do biofilme e sdo dispersas para o meio (fase de disperséo celular)>”’,

O gene ALS1 é responsavel por codificar a proteina de adesao celular, a
adesina’ que é fundamental nas fases inciais da adesdo. O gene HWP1, além de
atuar na adesdo, facilita a invasédo do fungo ao tecido do hospedeiro# por atuar na
fase de iniciacdo, juntamente com o gene EFG1 que atua na diferenciacdo de
levedura para hifal3. Além disso, as lipases sdo enzimas que degradam lipideos e
sdo codificadas por varios genes, entre eles o LIP3, que permite o desenvolvimento
do biofilme na mucosa®®. C. albicans também possui a capacidade de invasédo
tecidual pela ruptura da membrana celular do hospedeiro, por meio da secrecao de
enzimas degradativas como as fosfolipases (por exemplo, PLB1)% e as proteinases
(por exemplo, SAP1)!1. De acordo com Nailis et al.1®, todos os membros das familias
de genes ALS, SAP, LIP e PLB sao expressos em biofilmes em diferentes modelos
testados, seja ele sobre superficie abiotica ou bidtica (modelo de epitélio humano
reconstituido)®. Ainda nesse contexto de viruléncia, este fungo possui a habilidade
de se adaptar as alteracdes no pH do ambiente, flexibilidade metabdlica e resposta

ao estresse oxidativo. Como protecao e em resposta ao estresse oxidativo, 0 mesmo
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expressa genes antioxidantes, entre eles CAP1, CAT1 e SOD1 que ativam vias que
auxiliam na protecdo contra radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS) &
12.

Os resultados demonstraram que os tratamentos reduziram a expressao dos
genes ALS1, EFG1, CAP1, LIP3, SAP1 e SOD1 em todos o0s grupos experimentais
avaliados em relacdo ao controle (P-L-). Quando utilizada a terapia combinada
(@PDT+NIS, NIS+aPDT), houve reducdo mais acentuada na expressdo dos genes
ALS1, LIP3, SAP1 e SOD1. A expressdao do gene EFG1, foi estatisticamente
semelhante em todos os grupos de tratamento e menor que no grupo controle (P-L-
). Para os genes CAT1 e SOD1, ndo foi observada diferenca estatistica entre os
grupos aPDT e aPDT+NIS. Para os genes CAP1, EFG1, HWP1 e LIP3, os grupos
P-L+ e aPDT néo apresentaram diferenca estatistica entre si. Para os genes CAP1,
EFG1 e HWP1 ndo houve diferenca estatistica entre os grupos de tratamento NIS e
os que foram avaliados a associacéo das terapias (NIS+aPDT e aPDT+NIS).

O processo inicial de viruléncia € a adesao do fungo as células do hospedeiro.
Essa acdo é de fundamental importancia para que o fungo sobreviva aderido as
células epiteliais'. A aderéncia pode ser mediada por uma variedade de proteinas
expressas na superficie do patégeno e envolve uma familia de genes, Agglutinin-
Like Sequence (ALS). Tem sido relatado’>®8, que o gene ALSL1 é principal expresso
na aderéncia das células e na formacao do biofilme. No que se refere ao gene ALS1,
no presente estudo, foi obserado reducdo na expressdao em todos os grupos de
tratamento (aPDT, NIS, NIS+aPDT e aPDT+NIS), juntamente com a luz
isoladamente. Segundo Hosseini et al., a reducédo na expressédo de ALS1 e ALSS,
principalmente em cepas resistentes ao fluconazol isoladas de pacientes, indica
efeito inibitério dos mesmos nas fases de adeséo inicial e formacéo do biofilme em
superficies bidticas ou abidticas’® o que indica reducéo na viruléncia do fungo.

O gene HWP1 é responsavel por promover a interacdo das células de C.
albicans com as do hospedeiro por meio da secrecéo de adesinas especificas para
hifas® uma super-expressao desse gene indica capacidade do fungo em formar mais
filamentos. Para o desenvolvimento do biofilme sobre um modelo de epitélio humano
reconstituido, C. albicans invade e destréi as células epiteliais, e as hifas aumentam
a capacidade de invasédo®. Os resultados do presente estudo demonstraram que a
expressdo desse gene para todos o0s grupos tratados com antifungico NIS

(isoladamente ou em terapia combinada) foi aumentada, diferente do observado para



107

0 gene ALS1. Os resultados observados no presente estudo, sugerem um aumento
da viruléncia do microrganismo quando tratado com o antifungico. Esses resultados
nao eram esperados, uma vez que a Nistatina € um dos medicamentos topicos mais
utilizados para o tratamento da candidose?. A alta frequéncia de expressdo de HWP1
revela a capacidade do fungo em causar infecgcdes cronicas, essa combinacao
facilita a formacao de biofilme e pode desempenhar importante papel na resisténcia
aos antifiingicos’?. Esse resultado corrobora com um estudo prévio em modelo in
vivo*? de candidose em que o antifingico Nistatina provocou remisséo parcial das
lesdes nas linguas de camundongos infectados com uma cepa de C. albicans
susceptivel, enquanto que a aplicacdo da aPDT promoveu a remissao total das
lesdes?s.

A capacidade de C. albicans em se diferenciar da forma unicelular
leveduriforme para a forma filamentosa (hifas ou pseudo-hifas) é denominada
polimorfismo e esse mecanismo é uma capacidade adaptativa do fungo juntamente
com a formagcéo de biofilme™. O gene EFG1 esta envolvido na formacéo de biofilme
sobre superficies abioticas e bidticas e tem sido relacionado com a transi¢cdo do
fungo de sua forma de levedura para hifa’> A super-expressédo desse gene pode
representar um passo importante para o inicio da doenca contribuindo para a
colonizacao de C. albicans’. No presente estudo foi observado que os diferentes
tratamentos avaliados reduziram a expressao desse gene de forma estatisticamente
semelhante, sugerindo que, apos os tratamentos o fungo reduziu a capacidade de
sofrer a transicdo morfolégica de levedura para hifa quando submetidos aos
diferentes tratamentos, portanto houve reducéo da viruléncia. Alguns estudos®>%61.90
revelaram que a aPDT reprimiu a transicdo de levedura para hifa em cepas
susceptiveis ao fluconazol. A reducéo na expressdo do gene EFG1 € um resultado
importante uma vez que sugere alteracdes na morfogénese flngica e perda da
capacidade de ativar a cascata indutéria de polimorfismo!® requerida para a
viruléncia de C. albicans®!.

O fungo também apresenta capacidade de adaptacdo a alteracbes de pH,
metabdlicas e resposta ao estresse oxidativo. Uma resposta ao estresse oxidativo e
as ROS é a inducéo rapida de genes que codificam a desintoxicéo das ceélulas e os
genes antioxidantes como CAP1, CAT1 e SOD1 sao exemplos importantes dessa
via. O gene CAP1 age como fator de transcricdo em C. albicans atuando na reducéo

das espécies reativas em resposta ao estresse oxidativo®?. No presente estudo foi
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observado que os tratamentos com NIS, aPDT, aPDT+NIS e NIS+aPDT provocaram
reducédo na expressao do gene CAP1. Os resultados observados no presente estudo
sugerem que os tratamentos avaliados foram capazes de deixar o fungo mais
vulneravel aos mecanismos de defesa do hospedeiro e acdo das terapias. Além
disso, foi demonstrado que a delecao desse gene, torna a cepa avirulenta em modelo
de camundongo com candidose sistémica®?. Por outro lado, os resultados
demonstraram aumento da expressao do gene CAT1 nos grupos tratados com aPDT
(aPDT, NIS+aPDT e aPDT+NIS) e somente luz (P+L-). Esse gene atua na producéo
de catalase, que € uma enzima essencial para desintoxicacao celular de C. albicans,
removendo o radical H202 do meio intracelular’. Considerando que o mecanismo de
acdo da aPDT promove a producdo de ROS, entre eles H202 %1, o aumento na
expressdo observado para esse gene pode ser justificado pela tentativa de
desintoxicagdo do meio intra-celular do microrganismo.

Candida spp. também ativam um mecanismo de desintoxicacdo celular com
a atuacdo da enzima peréxido dismutase que atua na conversdo de radicais
superéxidos em peréxidos de hidrogénio (H202)%". Esse processo é mediado pelos
genes da familia SOD, entre eles o SOD1 (superdxido dismutase dependente de
cobre-zinco)®’. Altos niveis de SOD protegem a célula fungica contra o estresse
oxidativo. Tem sido relatado que SOD5 é expresso em hifas de C. albicans, e que
essas formas interagem com as células fagocitarias do hospedeiro!®6’. No presente
estudo foi observado que o gene SOD1 apresentou expressao aumentada no grupo
P-L-, visto que h& uma situacdo de desequilibrio celular provocado pela infec¢ao
flngica e atividade fagocitaria pelo hospedeiro’. Para os grupos de tratamento houve
gueda significativa na expressao de SOD1, principalmente nos grupos de tratamento
onde a aPDT estava presente, denotando possivel reducdo na viruléncia de C.
albicans. Provavelmente, o fungo apresentou capacidade reduzida em controlar o
estresse oxidativo gerado por essa terapia (aPDT). Os grupos P-L+ e P+L- também
apresentaram reducdo na expressao génica e foram estatisticamente semelhantes.
Tem sido relatado que a acdo da luz%98” pode danificar a membrana celular flngica,
e esse tratamento modifica mecanismos de sinalizagéo fagocitaria do hospedeiro. O
tratamento com o fotossensibilizador (P+L-) também resultou em reducdo na
expressao génica e esse resultado pode ser atribuido a relacdo do mesmo com ions

do interior da célula®®, essa caracteristica pode levar a um blogueio da expresséo do



109

gene SOD1, ou até mesmo sua repressao e substituicdo pela expressao de outros
genes SOD dependentes de outros ions, como o Manganés (SOD3)3.

Além disso, a secrecao de proteases sao de extrema importancia no processo
de invasao as células do hospedeiro, pois atuam na degradacéo das barreiras fisicas
(pele e mucosa), digerem proteinas e membranas celulares!!. Além disso, estédo
relacionadas ao mecanismo de fuga das defesas imunolégicas do hospedeiro®. C.
albicans secreta trés diferentes enzimas, as proteinases (SAP), fosfolipases (PLB) e
lipases (LIP) que sdo importantes no processo de invasdo tecidual’®. Aspartil-
proteases (SAPs) sdo uma classe de enzimas com papel fundamental na
colonizagdo de leveduras e no desenvolvimento de biofilme’. No presente estudo,
os diferentes tratamentos ocasionaram reducdo na expressdo do gene SAP1,
resultado que pode indicar reducdo na viruléncia do fungo, principalmente nos
grupos tratados com aPDT. Freire et al.®, avaliaram a expressdo dos genes SAP5,
LIP9 e PLB1 em isolados clinicos ap6s aPDT utilizando o fotossenssibilizador azul
de metileno associando com a luz vermelha 660 nm. Neste estudo®®, os autores
observaram que a expressao desses genes relacionados as enzimas extracelulares
(proteinase, lipase e fosfolipase), apresentaram uma discreta reducdo apdés o
tratamento com a aPDT, fato que corrobora com os resultados obtidos no presente
estudo.

A expressdao do gene PLB1 ndo foi observada em nenhum grupo
experimental. A funcéo desse gene é codificar fosfolipase que é considerado um dos
principais fatores de viruléncia de C. albicans™. Essas fosfolipases atuam facilitando
0 acesso e adesdo as células epiteliais do hospedeiro, sendo expressas
principalmente na corrente sanguinea do hospedeiro, uma vez que € secretada no
meio extracelular do fungo®’. Estudos sugerem que esse gene é expresso em
apenas 14% dos portadores de candidose oral’®%. Em outros estudos®" que
utilizaram um modelo de epitélio humano reconstituido foi observada expressao de
ALS, HWP1, SAP, LIP e PLB2, mas nao foi detectada expressao para o gene PLB1.
Esses resultados corroboram com o presente estudo e podem justificar a auséncia
de expressdo do gene PLB1. Por outro lado, Nailis et al.1®> detectaram a expresséo
do gene PLB1, utilizando a técnica de PCR em tempo real. Assim, além do tipo de
amostra, a técnica utilizada para avaliar a expressdo génica pode explicar os

resultados obtidos no presente estudo.
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No que se refere a expressao de LIP3, responséavel pela producéo da lipase,
uma das enzimas hidroliticas secretadas por C. albicans envolvida no processo de
adesdo e formacdo do biofilme!® foi observada reducdo na expressdo génica nos
grupos de tratamento com aPDT, NIS, NIS+aPDT e aPDT+NIS indicando reducéo
na capacidade de invaséo tecidual e, consequentemente reducgéo na viruléncia. Tem
sido relatado o gene LIP3 esta associado com a invaséo tecidual, uma vez que as
lipases digerem lipideos do tecido epitelial do hospedeiro!®. Assim, significativa
expressado desse gene tem sido relatada apenas em modelo in vivo!®. Os resultados
do presente estudo confirmaram essa observagao uma vez que foi observada uma
super-expressao do gene LIP3 no grupo controle (P-L-), onde a infeccdo estava
presente. Esses resultados remetem a importancia da avaliacdo de um modelo in
vivo, que pode favorecer a interpretacdo do dinamismo das interacfes que o
patdgeno estabele com o hospedeiro ao promover a doenca e como os diferentes
tratamentos propostos no presente estudo influenciaram nessa expresséo,

Considerando as limitacdes do presente estudo, podemos concluir que os
diferentes tratamentos avaliados promoveram reducédo na expressao de genes de
viruléncia e envolvidos na sintese do ergosterol sugerindo reducao na viruléncia de
C. albicans e alteracdo na membrana celular fungica, sitio de acdo de polienos
(Nistatina) e azois (Fluconazol). Apesar de ter havido reducdo na expressdo dos
genes relacionados a biossintese de ergosterol, denotando possivel reducédo da
resisténcia, os dados de CIM e CFM ndo demonstraram tal efeito. Dessa forma,
outros genes relacionados com os mecanismos de resisténcia em C. albicans

deverao ser avaliados.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados podemos concluir que:

v A PDT nao alterou o perfil a resisténcia da cepa ao Fluconazol uma vez que
todos os grupos avaliados (P+L-, P-L+, PDT, NIS, PDT +NIS, NIS+PDT)
apresentaram comportamento semelhante ao grupo P-L- (controle positivo),
independente do momento da coleta;

v' Os diferentes tratamentos avaliados promoveram reducdo na expressao dos
genes relacionados com a biossintese do ergosterol (ERG1, ERG3, ERG11 e
ERG25);

v" Foi observado reducdo na expressdo do gene ALS1 quando realizadas as
terapias combinadas (NIS+aPDT e aPDT+NIS), aPDT ou NIS isoladamente;

v' Para o gene EFG1 foi observado reducéo na expressédo em todos os grupos de
tratamento avaliados (aPDT, NIS, NIS+aPDT, aPDT+NIS), sugerindo reducéo
na capacidade de dimorfismo e formacéao de biofilme;

v" Nos grupos de tratamento onde a nistatina estava presente (NIS, NIS+aPDT ou
aPDT+NIS) foi observado aumento na expressao do gene HWP1, sugerindo
aumento na capacidade de formacao de biofilme e o dimorfismo;

v' O gene SAP1 e o LIP3 apresentaram reducdo na expressdo apoés terapia
combinada (NIS+aPDT e aPDT+NIS), aPDT e NIS, sugerindo reducdo na
capacidade de invaséo tecidual;

v No que se refere ao estresse oxidativo, foi observado reducéo na expressao dos
genes CAP1l e SOD1 nos grupos tratados com aPDT, NIS, NIS+aPDT e
aPDT+NIS. Por outro lado, os tratamentos que envolveram aPDT provocaram
aumento na expressao do gene CAT1,;

v A expressao do gene PLB1 ndo foi identificada no tipo de amostra

avaliada no presente estudo;
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APENDICE A — Sumario teste estatistico

Para analisar a expressao dos genes de interesse, foi realizado o teste
estatistico “Analise de Variancia’-ANOVA (a=0,05), seguida de pos teste de Tukey,
supondo homocedasticidade (p>0,05) ou pds teste de Games-Howell, caso os
dados sejam heterocedasticos (p<0,05). O teste foi realizado para cada um dos
genes individualmente, a partir dos valores obtidos do gPCR (SQ mean). O fator
“SQ mean”foi considerado como variavel dependente e “Tratamentos” como
independente.

Tabela Al- Sumario da Analise de Variancias para o gene ALS1 (a=0,05).

ANOVA
ALS1

Soma dos

Quadrado Quadrado

s gl Médio F Sig.

Entre 38069,672 6| 6344,945| 355002 000
Grupos
Nos 875,553 49| 17,868
grupos
Total 38945,226 55




Tabela A2- Pés- teste de Games-Howell entre grupos para o gene ALS1.

Comparagdes multiplas

Variavel dependente:
Games-Howell

95%
Diferenca Erro Limite Limite
'(I) Grupos i média (I-J)| Padréo Sig. inferior | superior
1 2 39,93750°| 2,31395 ,000| 32,0347 47,8403
3 -38750| 3,57778 1,000 -13,2679| 12,4929
" 59,80000°| 1,61148 ,000| 53,4410| 66,1590
5 54,53625°| 1,61711 ,000| 48,1809 60,8916
G 61,51250°| 1,60540 ,000| 55,1490 67,8760
7 61,51250°| 1,60540 ,000| 55,1490| 67,8760
2 1 -39,93750°| 2,31395 ,000| -47,8403| -32,0347
3 -40,32500°| 3,60559 ,000| -53,2502| -27,3998
4 19,86250°| 1,67231 ,000| 13,2614| 26,4636
5 14,59875"| 1,67773 ,001 8,0012| 21,1963
6 21,57500"| 1,66645 ,000| 14,9695| 28,1805
7 21,57500°| 1,66645 ,000| 14,9695| 28,1805
3 1 38750 357778 1,000| -12,4929( 13,2679
2 40,32500°| 3,60559 ,000| 27,3998| 53,2502
4 60,18750°| 3,20044 ,000| 47,5160 72,8590
5 54,92375°| 3,20327 ,000| 42,2545| 67,5930
6 61,90000°| 3,19738 ,000| 49,2261| 74,5739
7 61,90000°| 3,19738 ,000| 49,2261| 74,5739
4 1 -59,80000°| 1,61148 ,000| -66,1590| -53,4410
2 -19,86250°| 1,67231 ,000| -26,4636| -13,2614
3 -60,18750°| 3,20044 ,000| -72,8590| -47,5160
5 -5,26375" ,23941 ,000| -6,0935| -4,4340
6 1,71250" ,13992 ,000 1,1579 2,2671
7 1,71250" ,13992 ,000 1,1579 2,2671
5 1 -54,53625°| 1,61711 ,000| -60,8916| -48,1809
2 -14,59875°| 1,67773 ,001| -21,1963| -8,0012
3 -54,92375"| 3,20327 ,000| -67,5930| -42,2545
4 5,26375 ,23941 ,000 4,4340 6,0935
6 6,97625 ,19427 ,000 6,2062 7,7463
7 6,97625 ,19427 ,000 6,2062 7,7463
6 1 -61,51250°| 1,60540 ,000| -67,8760| -55,1490
2 -21,57500°| 1,66645 ,000| -28,1805| -14,9695
3 -61,90000°| 3,19738 ,000| -74,5739| -49,2261
4 -1,71250° ,13992 000 -2,2671| -1,1579
S -6,97625" ,19427 ,000| -7,7463| -6,2062
7 0,00000( 0,00000 0,0000 0,0000
7 1 -61,51250°| 1,60540 ,000| -67,8760| -55,1490
2 -21,57500°| 1,66645 ,000| -28,1805| -14,9695
3 -61,90000°| 3,19738 ,000| -74,5739| -49,2261
4 -1,71250° ,13992 ,000| -2,2671| -1,1579
S -6,97625" ,19427 ,000| -7,7463| -6,2062
6 0,00000( 0,00000 0,0000 0,0000

*. Adiferenca média é significativa no nivel 0.05.
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Tabela A3- Sumario da Analise de Variancias para o gene CAP1 (0=0,05).

ANOVA

CAP1

Soma dos

Quadrado Quadrado

s gl Médio F Sig.

Entre 8,749 6 1458| 17,722 000
Grupos
Nos 4,032 49 082
grupos
Total 12,781 55




Tabela A4- Pés- teste de Tukey entre grupos para o gene CAP1.

Variavel dependente:

Comparag¢des multiplas

Tukey HSD
95%
Diferenca Erro Limite Limite
() Grupos meédia (I-J)| Padrdo Sig. inferior superior
1 2 ,43000° ,07633 -,ooo ,1954 6646
3 -,04125 ,07633 ,998 -,2759 ,1934
" ,54500" ,07633 ,000 ;3104 7796
5 87875 ,07633 ,000 6441 1,1134
G 1,05500" ,07633 ,000 8204 1,2896
7 1,06125" ,07633 ,000 8266 1,2959
2 1 -,43000" ,07633 ,000 -,6646 -,1954
3 -,47125" ,07633 ,000 -,7059 -,2366
4 ,11500 ,07633 740 -,1196 ,3496
5 ,44875" ,07633 ,000 2141 6834
6 ,62500" ,07633 ,000 ,3904 ,8596
7 ,63125" ,07633 ,000 ,3966 ,8659
3 1 ,04125 ,07633 ,998 -,1934 2759
2 47125 ,07633 ,000 ,2366 ,7059
4 58625 ,07633 ,000 ,3516 ,8209
5 ,92000° ,07633 ,000 6854 1,1546
6 1,09625" ,07633 ,000 8616 1,3309
7 1,10250" ,07633 ,000 8679 1,3371
4 1 -,54500" ,07633 ,000 - 7796 -,3104
2 -,11500 ,07633 ,740 -,3496 ,1196
3 -58625" ,07633 ,000 -,8209 -,3516
5 ,33375" ,07633 ,001 ,0991 5684
6 ,51000" ,07633 ,000 2754 7446
7 51625 ,07633 ,000 ,2816 ,7509
5 1 -,87875" ,07633 ,000| -1,1134 -,6441
2 -,44875" ,07633 ,000 -,6834 -,2141
3 -,92000" ,07633 ,000| -1,1546 -,6854
4 -,33375" ,07633 ,001 -,5684 -,0991
6 17625 ,07633 261 -,0584 4109
7 ,18250 ,07633 224 -,0521 4171
6 1 -1,05500" ,07633 ,000| -1,2896 -,8204
2 -,62500" ,07633 ,000 -,8596 -,3904
3 -1,09625" ,07633 ,000| -1,3309 -,8616
4 -,51000" ,07633 ,000 -, 7446 -,2754
5 -,17625 ,07633 261 -,4109 ,0584
7 ,00625 ,07633 1,000 -,2284 ,2409
7 1 -1,06125" ,07633 ,000| -1,2959 -,8266
2 -,63125" ,07633 ,000 -,8659 -,3966
3 -1,10250" ,07633 ,000| -1,3371 -,8679
4 -51625" ,07633 ,000 -,7509 -,2816
5 -,18250 ,07633 224 -4171 ,0521
6 -,00625 ,07633 1,000 -,2409 2284

*. Adiferenca média é significativa no nivel 0.05.
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Tabela A5- Sumario da Analise de Variancias para o gene CAT1 (a=0,05).

ANOVA
CAT1

Soma dos

Quadrado Quadrado

s gl Médio F Sig.

Entre 2929405 6| 488234 341267 000
Grupos
Nos 70,102 49 1431
grupos
Total 2999,507 55
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Variavel dependente:

Tabela A6- Pos- teste de Tukey entre grupos para o gene CATL1.

Comparag6es mualtiplas

Tukey HSD
95%
Diferenca Erro Limite Limite
() Grupos média (1-J)| Padrio Sig. inferior [ superior
1 2 -6,54500" ,59805 000| -8,3834| -4,7066
3 24750 ,59805 1,000 -1,5909 2,0859
4 -15,27125" ,59805 ,000| -17,1097| -13,4328
5 -3,71250" ,59805 000| -55509( -1,8741
G -17,34625" ,59805 ,000| -19,1847| -15,5078
7 -16,65875" ,59805 ,000| -18,4972( -14,8203
2 1 6,54500" ,59805 ,000 4,7066 8,3834
3 6,79250" ,59805 ,000 4,9541 8,6309
4 -8,72625" 59805 ,000| -10,5647| -6,8878
5 2,83250" ,59805 ,000 ,9941 4,6709
6 -10,80125" ,59805 ,000| -12,6397| -8,9628
7 -10,11375" ,59805 ,000| -11,9522 -8,2753
3 1 -,24750 ,59805 1,000 -2,0859 1,5909
2 -6,79250" ,59805 000| -8,6309| -4,9541
4 -15,51875" ,59805 ,000| -17,3572| -13,6803
5 -3,96000" ,59805 ,000| -5,7984( -2.1216
6 -17,59375" ,59805 ,000| -19,4322( -15,7553
7 -16,90625" ,59805 ,000| -18,7447| -15,0678
4 1 15,27125" ,59805 ,000| 13,4328 17,1097
2 8,72625 ,59805 ,000 6,8878| 10,5647
3 15,51875" ,59805 ,000| 13,6803 17,3572
5 11,55875" ,59805 ,000 9,7203| 13,3972
6 -2,07500" ,59805 ,018| -3,9134 -,2366
7 -1,38750 59805 255 -3,2259 4509
5 1 3,71250° ,59805 ,000 1,8741 5,5509
2 -2,83250" ,59805 ,000| -4,6709 -,9941
3 3,96000" ,59805 ,000 2,1216 5,7984
4 -11,55875" ,59805 ,000| -13,3972 -9,7203
6 -13,63375" ,59805 ,000| -15,4722( -11,7953
7 -12,94625" ,59805 ,000| -14,7847| -11,1078
6 1 17,34625" 59805 ,000| 155078 19,1847
2 10,80125" ,59805 ,000 8,9628| 12,6397
3 17,59375" ,59805 ,000| 15,7553 19,4322
4 2,07500" ,59805 ,018 2366 3,9134
5 13,63375" ,59805 ,000| 11,7953 15,4722
7 ,68750 ,59805 909 -1,1509 2,5259
7 1 16,65875" ,59805 ,000| 14,8203| 18,4972
2 10,11375" 59805 ,000 8,2753| 11,9522
3 16,90625" ,59805 ,000| 15,0678 18,7447
4 1,38750 ,59805 255 -,4509 3,2259
5 12,94625" ,59805 ,000| 11,1078 14,7847
6 -,68750 ,59805 909 -2,5259 1,1509

*. Adiferenca média é significativa no nivel 0.05.
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Tabela A7- Sumario da Analise de Variancias para o gene EFG1 (a=0,05).

ANOVA

Efgl

Soma dos

Quadrado Quadrado

S gl Médio F Sig.

Entre 8449241 6| 1408,207| 1042553 000
Grupos
N
0s 66,186 49 1,351
grupos
Total 8515,427 55
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Tabela A8- Pés- teste de Games-Howell entre grupos para o gene EFG1.

Comparag0es mualtiplas
Variavel dependente:
Games-Howell

95%
Diferenca Erro Limite Limite
() Grupos média (1-J)| Padrio Sig. inferior [ superior
1 2 25,98750" 82777 ,000| 23,1094| 28,8656
3 1,70000 74591 ,320 -,8619 4,2619
4 28,44125" 50437 ,000| 26,5681| 30,3144
5 28,39750" 51341 ,000| 26,5157 30,2793
G 28,26250" 55464 ,000| 26,3113 30,2137
7 28,70000" 47841 ,000| 26,8328 30,5672
2 1 -25,98750" 82777 ,000| -28,8656| -23,1094
3 -24,28750" 89214 ,000| -27,3456| -21,2294
4 2,45375 ,70279 077 -2337 5,1412
5 2,41000 ,70931 ,084 -,2787 5,0987
6 2,27500 ,73970 117 -,4358 4,9858
7 2,71250° ,68440 ,048 ,0204 5,4046
3 1 -1,70000 74591 320 -4,2619 8619
2 24,28750" 89214 ,000| 21,2294 27,3456
4 26,74125" 60424 ,000| 24,4570 29,0255
S 26,69750" ,61180 ,000| 24,4096| 28,9854
6 26,56250" 64679 ,000| 24,2351 28,8899
7 27,00000" 58274 ,000| 24,7143 29,2857
4 1 -28,44125" ,50437 ,000| -30,3144| -26,5681
2 -2,45375 ,70279 077| -5,1412 2337
3 -26,74125" 60424 ,000| -29,0255( -24,4570
5 -,04375 ,26890 1,000 -,9641 8766
6 -,17875 ,34110 998 -1,3801 1,0226
7 25875 ,19390 822 -,4502 9677
5 1 -28,39750" 51341 ,000| -30,2793| -26,5157
2 -2,41000 ,70931 084 -5,0987 2787
3 -26,69750" ,61180 ,000| -28,9854| -24,4096
4 ,04375 ,26890 1,000 -,8766 9641
6 -,13500 ,35433 1,000 -1,3671 1,0971
7 ,30250 21632 791 -,4991 1,1041
6 1 -28,26250" 55464 ,000| -30,2137( -26,3113
2 -2,27500 ,73970 117| -4,9858 4358
3 -26,56250" 64679 ,000| -28,8899( -24,2351
4 ,17875 ,34110 998| -1,0226 1,3801
5 ,13500 ,35433 1,000 -1,0971 1,3671
7 43750 ,30139 764 -7134 1,5884
7 1 -28,70000° 47841 ,000| -30,5672| -26,8328
2 -2,71250" ,68440 048| -5,4046 -,0204
3 -27,00000" 58274 ,000| -29,2857| -24,7143
4 -,25875 ,19390 822 -9677 4502
5 -,30250 21632 791| -1,1041 4991
6 -,43750 ,30139 764 -1,5884 7134

*. Adiferenca média é significativa no nivel 0.05.



Tabela A9- Sumario da Analise de Variancias para o gene ERG1 (a=0,05).

ANOVA

ERG1

Soma dos

Quadrado Quadrado

S gl Médio F Sig.

Entre 13971138 6| 2328523 228564 000
Grupos
N
0s 499,193 49| 10,188
grupos
Total 14470,331 55
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Tabela A10- Pos- teste de Games-Howell entre grupos para o gene ERGL.

Varidvel dependente:
Games-Howell

Comparacdes multiplas

95%
Diferenca Erro Limite Limite
() Grupos média (I-J)| Padréo Sig. inferior | superior
1 2 2,66250| 2,18703 875 -4,9547| 10,2797
3 3,90000| 2,36768 659 -4,4408| 12,2408
4 33,03375°| 1,24368 000 28,1602| 37,9073
5 32,97750°| 1,23566 000 28,0990| 37,8560
G 35,068757| 1,23193 ,000( 30,1874| 39,9501
7 34,90500°| 1,23183 ,000( 30,0236| 39,7864
2 1 -2,66250| 2,18703 ,875| -10,2797 4,9547
3 1,23750| 2,71212 999 -8,0404| 10,5154
4 30,37125°| 1,81561 000 23,2135| 37,5290
5 30,31500°| 1,81013 ,000( 23,1533| 37,4767
6 32,40625°| 1,80758 ,000( 25,2425| 39,5700
7 32,24250°| 1,80752 ,000( 25,0787| 39,4063
3 1 -3,90000| 2,36768 659 -12,2408 4,4408
2 -1,23750| 2,71212 ,999( -10,5154 8,0404
4 29,13375°| 2,02959 ,000( 21,1238 37,1437
5 29,07750°| 2,02469 000 21,0639| 37,0911
6 31,16875°| 2,02241 ,000( 23,1534 39,1841
7 31,00500°| 2,02235 ,000( 22,9896 39,0204
4 1 -33,03375°| 1,24368 ,000( -37,9073| -28,1602
2 -30,37125°| 1,81561 ,000( -37,5290| -23,2135
3 -29,13375°| 2,02959 ,000( -37,1437| -21,1238
5 -,05625 ,20049 1,000 -,7661 6536
6 2,03500" ,17606 ,000 1,3496 2,7204
7 1,87125" 17536 ,000 1,1855 2,5570
5 1 -32,97750°| 1,23566 ,000( -37,8560| -28,0990
2 -30,31500°| 1,81013 ,000( -37,4767| -23,1533
3 -29,07750"| 2,02469 ,000( -37,0911| -21,0639
4 05625 ,20049 1,000 -,6536 ,7661
6 2,09125" ,10542 ,000 1,6927 2,4898
7 1,92750" ,10424 ,000 1,5292 2,3258
6 1 -35,06875"| 1,23193 ,000( -39,9501| -30,1874
2 -32,40625°| 1,80758 ,000( -39,5700| -25,2425
3 -31,16875"| 2,02241 ,000( -39,1841| -23,1534
4 -2,03500" ,17606 000 -2,7204| -1,3496
5 -2,09125" ,10542 000 -2,4898| -1,6927
7 -,16375" ,04084 ,018 -,3036 -,0239
7 1 -34,90500"| 1,23183 ,000( -39,7864| -30,0236
2 -32,24250°| 1,80752 ,000( -39,4063| -25,0787
3 -31,00500°| 2,02235 ,000( -39,0204| -22,9896
4 -1,87125" ,17536 000 -25570| -1,1855
5 -1,92750" ,10424 000 -2,3258| -1,5292
6 ,16375" ,04084 ,018 0239 ,3036

*. Adiferenca média é significativa no nivel 0.05.
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Tabela A11- Sumario da Analise de Variancias para o gene ERG3 (a=0,05).

ANOVA

ERG3

Soma dos

Quadrado Quadrado

S gl Médio F Sig.

Entre 2392,773 6| 398,796| 508427 000
Grupos
Nos 38,434 49 784
grupos
Total 2431,207 55
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Tabela A12- Pos- teste de Games-Howell entre grupos para o gene ERGS3.

Variavel dependente:
Games-Howell

Comparacgdes multiplas

95%
Diferenca Erro Limite Limite
(I) Grupos média (I-J)| Padrao Sig. inferior | superior
1 2 ,18750 64252 1,000/ -2,0111 2,3861
3 -,13750 69832 1,000( -2,5230 2,2480
2 13,12475" 48773 ,000| 11,2235 15,0260
5 13,63625" 48952 ,000| 11,7357 15,5368
G 13,05425" 48142 ,000| 11,1494| 14,9591
7 13,06125" 48158 ,000| 11,1565| 14,9660
2 1 -,18750 64252 1,000 -2,3861 2,0111
3 -,32500 66208 999 -2,5955 1,9455
4 12,93725" 43425 ,000| 11,2516| 14,6229
5 13,44875" 43626 ,000| 11,7636| 15,1339
6 12,86675" 42715 ,000| 11,1774| 14,5561
7 12,87375" 42733 ,000| 11,1846| 14,5629
3 1 ,13750 69832 1,000| -2,2480 2,5230
2 ,32500 66208 999 -1,9455 2,5955
4 13,26225" 51322 ,000| 11,2585| 15,2660
5 13,77375" 51492 ,000| 11,7707| 15,7768
6 13,19175" 50722 ,000| 11,1844| 15,1991
7 13,19875" 50737 ,000| 11,1916| 15,2059
4 1 -13,12475" 48773 ,000| -15,0260| -11,2235
2 -12,93725" 43425 ,000| -14,6229| -11,2516
3 -13,26225" 51322 ,000| -15,2660| -11,2585
5 51150 12398 014 0873 9357
6 -,07050 ,08660 977 -,3970 2560
7 -,06350 08748 ,087 -,3904 2634
5 1 -13,63625" 48952 ,000| -155368| -11,7357
2 -13,44875" 43626 ,000| -15,1339| -11,7636
3 -13,77375" 51492 ,000| -15,7768| -11,7707
4 51150 ,12398 014 -,9357 -,0873
6 -,58200" ,09619 ,003 -,9478 -,2162
7 -,57500" ,09699 ,003 -,9410 -,2090
6 1 -13,05425" 48142 ,000| -14,9591| -11,1494
2 -12,86675" 42715 ,000| -14,5561| -11,1774
3 -13,19175" 50722 ,000| -15,1991| -11,1844
4 ,07050 ,08660 977 -,2560 ;3970
5 ,58200" ,09619 ,003 2162 9478
7 ,00700 03917 1,000 -,1269 ,1409
7 1 -13,06125" 48158 ,000| -14,9660| -11,1565
2 -12,87375" 42733 ,000| -14,5629| -11,1846
3 -13,19875" 50737 ,000| -15,2059| -11,1916
4 ,06350 08748 087 -,2634 ,3904
5 57500 ,09699 ,003 ,2090 9410
6 -,00700 ,03917 1,000 -,1409 1269

*. Adiferenca média é significativa no nivel 0.05.
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Tabela A13- Sumario da Analise de Variancias para o gene ERG11 (a=0,05).

ANOVA

ERG11b

Soma dos Quadrado

Quadrados gl Médio F Sig.
Entre
Grupos 603806,759 6| 100634,460| 69,929 ,000
Nos
grupos 70516,056 49 1439,103
Total 674322,816 55
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Tabela Al14- Pés- teste de Games-Howell entre grupos para o gene ERG11.

Variavel de| ERG11b
Games-Howell

Intervalo
de
Diferenca Confianca
() Grupos média (I-J) | Erro Padrao Sig. 95%
Limite Limite
inferior superior
1 2 245,85000" 35,26059 ,002| 109,5508| 382,1492
3 123,37500 34,61223 ,079| -13,2061| 259,9561
4 283,93750" 34,51158 ,001| 147,2818| 420,5932
5 281,51250" 34,49740 ,001| 144,8456| 418,1794
6 288,57500" 34,49188 ,001| 151,9037| 425,2463
7 287,93750" 34,52520 ,001| 151,2924| 4245826
2 1 L 245,85000° 35,26059 ,002| -382,1492| -109,5508
3 1 122,47500" 7,95965 ,000| -151,7977| -93,1523
4 38,08750° 7,50988 012 8,9456| 67,2294
5 35,66250" 7.44447 ,018 6,4945| 64,8305
6 42,72500" 7,41884 ,007| 13,5424| 71,9076
7 42,08750" 7,57223 ,007| 12,9564| 71,2186
3 1 -123,37500 34,61223 ,079] -259,9561| 13,2061
2 122,47500" 7,95965 ,000| 93,1523| 151,7977
4 160,56250" 3,33105 ,000| 148,5052| 172,6198
5 158,13750" 3,18083 ,000| 146,2363| 170,0387
6 165,20000" 3,12038 ,000| 153,3235| 177,0765
7 164,56250" 3,46933 ,000| 152,2693| 176,8557
4 1 1 283,93750" 34,51158 ,001| -420,5932| -147,2818
2 -38,08750" 7,50988 012| -67,2294| -8,9456
3 1160,56250" 3,33105 ,000| -172,6198| -148,5052
5 -2,42500 1,77763 ,810| -8,5815 3,7315
6 4,63750 1,66706 ,163| -1,2601| 10,5351
7 4,00000 2,25356 583| -3,7341| 11,7341
5 1 1 281,51250" 34,49740 ,001|-418,1794| -144,8456
2 -35,66250" 7,44447 ,018| -64,8305| -6,4945
3 1158,13750" 3,18083 ,000| -170,0387| -146,2363
g 2,42500 1,77763 ,810| -3,7315 8,5815
G 7,06250" 1,34197 ,002 2,4498| 11,6752
7 6,42500 2,02492 088 -7172| 13,5672
6 1 1 288,57500" 34,49188 ,001| -425,2463| -151,9037
2 -42,72500° 7,41884 ,007| -71,9076| -13,5424
3 1 165,20000" 3,12038 ,000| -177,0765| -153,3235
g -4,63750 1,66706 ,163| -10,5351 1,2601
5 -7,06250° 1,34197 ,002| -11,6752| -2,4498
7 -,63750 1,92859 1,000 -7,6069 6,3319
7 1 1 287,93750" 34,52520 ,001| -424,5826| -151,2924
2 -42,08750" 7,57223 ,007| -71,2186| -12,9564
3 1 164,56250" 3,46933 ,000| -176,8557| -152,2693
g -4,00000 2,25356 ,583| -11,7341 3,7341
5 -6,42500 2,02492 ,088| -13,5672 7172
G ,63750 1,92859 1,000 -6,3319 7,6069
*. Adiferenca média é significativa no nivel 0.05.




Tabela A15- Sumario da Analise de Variancias para o gene ERG25 (a=0,05).

ANOVA

ERG25

Soma dos

Quadrado Quadrado

S gl Médio F Sig.

Entre 1965542 6| 327,500 261,795 000
Grupos
Nos 61,315 49 1,251
grupos
Total 2026,857 55
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Tabela A16- Pos- teste de Tukey entre grupos para o gene ERG25.

Comparagdes multiplas

Variavel dependente:

Tukey HSD
95%
Diferenga Erro Limite Limite
() Grupos média (I-J)| Padrio Sig. inferior [ superior
1 2 11,15250" 565931 ,000 9,4332| 12,8718
3 1,18750 ,565931 356 -,56318 2,9068
3 12,45250" ,565931 ,000| 10,7332| 14,1718
5 14,51250" ,565931 ,000| 12,7932 16,2318
G 14,51250" ,65931 ,000| 12,7932 16,2318
7 14,51250" ,55931 ,000| 12,7932| 16,2318
2 1 -11,15250" 55931 ,000| -12,8718| -9,4332
3 -9,96500" ,55931 ,000| -11,6843| -8,2457
4 1,30000 ,565931 254 -,4193 3,0193
5 3,36000° ,55931 ,000 1,6407 5,0793
6 3,36000° ,55931 ,000 1,6407 5,0793
7 3,36000° ,55931 ,000 1,6407 5,0793
3 1 -1,18750 ,55931 ,356 -2,9068 5318
2 9,96500" ,565931 ,000 8,2457| 11,6843
4 11,26500" ,55931 ,000 9,5457| 12,9843
5 13,32500" ,55931 ,000| 11,6057| 15,0443
6 13,32500" ,55931 ,000| 11,6057 15,0443
7 13,32500" ,565931 ,000| 11,6057| 15,0443
4 1 -12,45250" ,565931 ,000| -14,1718| -10,7332
2 -1,30000 ,565931 254| -3,0193 4193
3 -11,26500" ,55931 ,000| -12,9843| -9,5457
5 2,06000" ,55931 ,010 ,3407 3,7793
6 2,06000" ,565931 ,010 ,3407 3,7793
7 2,06000" ,65931 ,010 ,3407 3,7793
5 1 -14,51250" ,55931 ,000( -16,2318| -12,7932
2 -3,36000" ,55931 ,000| -5,0793| -1,6407
3 -13,32500" ,565931 ,000| -15,0443| -11,6057
4 -2,06000" 565931 010 -3,7793 -,3407
6 0,00000 ,65931 1,000| -1,7193 1,7193
7 0,00000 ,565931 1,000| -1,7193 1,7193
6 1 -14,51250" 55931 ,000| -16,2318| -12,7932
2 -3,36000" ,55931 ,000| -5,0793| -1,6407
3 -13,32500° ,565931 ,000| -15,0443| -11,6057
4 -2,06000" ,55931 ,010| -3,7793 -,3407
5 0,00000 ,565931 1,000| -1,7193 1,7193
7 0,00000 565931 1,000| -1,7193 1,7193
7 1 -14,51250" ,565931 ,000| -16,2318| -12,7932
2 -3,36000" ,565931 ,000| -5,0793| -1,6407
3 -13,32500° ,55931 ,000| -15,0443| -11,6057
4 -2,06000" ,55931 ,010| -3,7793 -,3407
5 0,00000 565931 1,000| -1,7193 1,7193
6 0,00000 ,55931 1,000 -1,7193 1,7193

*. Adiferenca média é significativa no nivel 0.05.



Tabela A17- Sumario da Analise de Variancias para o gene HWP1 (a=0,05).

ANOVA
HWP1
Soma dos Quadrado
Quadrados gl Médio F Sig.
Entre Grupos 5305106,107 6 884184,351 147,898 ,000
Nos grupos 292938,750 49 5978,342
Total 5598044 857 55
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Tabela A18- Pos- teste de Tukey entre grupos para o gene HWP1.

Variavel dependente:

Comparagdes multiplas

Tukey HSD
95%
Diferenca Erro Limite Limite
(I) Grupos média (I-J)| Padr&o Sig. inferior | superior
1 2 -2,37500( 38,65987 1,000 -121,2168| 116,4668
3 ko99,12500°| 38,65987 ,000| -317,9668| -80,2832
"2 3,25000| 38,65987 1,000 -115,5918| 122,0918
5 545,75000°| 38,65987 ,000| -764,5918( -526,9082
G 579,50000°| 38,65987 ,000| -798,3418( -560,6582
7 545,75000°| 38,65987 ,000| -764,5918| -526,9082
2 1 2,37500| 38,65987 1,000 -116,4668| 121,2168
3 ko96,75000°| 38,65987 ,000| -315,5918( -77,9082
4 5,62500| 38,65987 1,000 -113,2168| 124,4668
S 543,37500°| 38,65987 ,000| -762,2168| -524,5332
6 577,12500°| 38,65987 ,000| -795,9668| -558,2832
7 543,37500°| 38,65987 ,000| -762,2168| -524,5332
3 1 99,12500°| 38,65987 ,000| 80,2832 317,9668
2 E96,75000‘ 38,65987 ,000| 77,9082| 315,5918
4 p02,37500°| 38,65987 ,000| 83,5332| 321,2168
5 146,62500°| 38,65987 ,000| -565,4668| -327,7832
6 180,37500°| 38,65987 ,000| -599,2168( -361,5332
7 146,62500°| 38,65987 ,000| -565,4668| -327,7832
4 1 -3,25000| 38,65987 1,000| -122,0918| 115,5918
2 -5,62500| 38,65987 1,000 -124,4668| 113,2168
3 D02,37500°| 38,65987 ,000| -321,2168| -83,5332
5 549,00000°| 38,65987 ,000| -767,8418( -530,1582
6 582,75000°| 38,65987 ,000| -801,5918| -563,9082
7 549,00000°| 38,65987 ,000| -767,8418( -530,1582
5 1 545,750007| 38,65987 ,000| 526,9082| 764,5918
2 543,37500°| 38,65987 ,000| 5245332 762,2168
3 146,625007| 38,65987 ,000| 327,7832| 565,4668
4 549,00000°| 38,65987 ,000| 530,1582| 767,8418
6 -33,75000| 38,65987 ,975| -152,5918( 85,0918
7 0,00000| 38,65987 1,000 -118,8418| 118,8418
6 1 579,50000°| 38,65987 ,000| 560,6582| 798,3418
2 577,12500°| 38,65987 ,000| 558,2832| 795,9668
3 180,37500°| 38,65987 ,000| 361,5332| 599,2168
4 582,75000°| 38,65987 ,000| 563,9082| 801,5918
5 33,75000| 38,65987 975| -85,0918| 152,5918
7 33,75000| 38,65987 ,975| -85,0918( 152,5918
7 1 545,750007| 38,65987 ,000| 526,9082| 764,5918
2 543,37500°| 38,65987 ,000| 5245332 762,2168
3 146,62500°| 38,65987 ,000| 327,7832| 565,4668
4 549,00000°| 38,65987 ,000| 530,1582| 767,8418
5 0,00000| 38,65987 1,000 -118,8418| 118,8418
6 -33,75000| 38,65987 ,975| -152,5918( 85,0918

*. Adiferenca média é significativa no nivel 0.05.
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Tabela A19- Sumario da Analise de Variancias para o gene LIP3 (a=0,05).

ANOVA

LIP3

Soma dos

Quadrado Quadrado

s gl Médio F Sig.

Entre 2540,201 6| 423367 55731 000
Grupos
Nos 372,234 49 7,597
grupos
Total 2912,435 55




Tabela A20- Pos- teste de Tukey entre grupos para o gene LIP3.

Variavel dependente:

Comparacdes multiplas

Tukey HSD
95%
Diferenca Erro Limite Limite
() Grupos média (I-J)| Padrao Sig. inferior | superior
1 2 15,94250°| 1,37810 ,000| 11,7062 20,1788
3 7,27375"| 1,37810 ,000 3,0374| 11,5101
2 16,61625°| 1,37810 ,000| 12,3799 20,8526
5 15,19375°| 1,37810 ,000| 10,9574 19,4301
6 20,41250°| 1,37810 ,000| 16,1762 24,6488
7 18,99375°| 1,37810 ,000| 14,7574 23,2301
2 1 -15,94250°| 1,37810 ,000| -20,1788| -11,7062
3 -8,66875°| 1,37810 ,000| -12,9051 -4,4324
4 ,67375( 1,37810 ,999 -3,5626 4,9101
5 -,74875| 1,37810 ,998 -4,9851 3,4876
6 4,47000°| 1,37810 ,032 ,2337 8,7063
7 3,05125( 1,37810 ,307 -1,1851 7,2876
3 1 -7,27375°| 1,37810 ,000( -11,5101| -3,0374
2 8,66875°| 1,37810 ,000 4,4324| 12,9051
4 9,34250°| 1,37810 ,000 5,1062| 13,5788
5 7,92000°| 1,37810 ,000 3,6837| 12,1563
6 13,13875°| 1,37810 ,000 8,9024| 17,3751
7 11,72000°| 1,37810 ,000 7,4837| 15,9563
4 1 -16,61625°| 1,37810 ,000| -20,8526( -12,3799
2 -67375| 1,37810 ,999 -4,9101 3,5626
3 -9,34250°| 1,37810 ,000| -13,5788 -5,1062
5 -1,42250( 1,37810 944 -5,6588 2,8138
6 3,79625( 1,37810 ,106 -,4401 8,0326
7 2,37750| 1,37810 ,603 -1,8588 6,6138
5 1 -15,19375°| 1,37810 ,000| -19,4301| -10,9574
2 , 74875 1,37810 ,098 -3,4876 4,9851
3 -7,92000°| 1,37810 ,000| -12,1563 -3,6837
4 1,42250| 1,37810 944 -2,8138 5,6588
6 5,21875°| 1,37810 ,007 9824 9,4551
7 3,80000( 1,37810 ,106 -,4363 8,0363
6 1 -20,41250°| 1,37810 ,000| -24,6488( -16,1762
2 -4,47000°| 1,37810 ,032 -8,7063 -,2337
3 -13,13875°| 1,37810 ,000| -17,3751 -8,9024
4 -3,79625| 1,37810 ,106 -8,0326 4401
5 -5,21875°| 1,37810 ,007 -9,4551 -,9824
7 -1,41875| 1,37810 ,945 -5,6551 2,8176
7 1 -18,99375"| 1,37810 ,000| -23,2301| -14,7574
2 -3,05125| 1,37810 ,307 -7,2876 1,1851
3 -11,72000°| 1,37810 ,000| -15,9563 -7,4837
4 -2,37750| 1,37810 ,603 -6,6138 1,8588
5 -3,80000| 1,37810 ,106 -8,0363 4363
6 1,41875| 1,37810 ,945 -2,8176 5,6551

*. Adiferenca média é significativa no nivel 0.05.
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Tabela A21- Sumario da Analise de Variancias para o gene SAP1 (a=0,05).

ANOVA
SAP1
Soma dos
Quadrado Quadrado
S gl Médio F Sig.
Entre 216,352 6| 36,059 542401 000
Grupos
N
0s 3,258 49 066
grupos
Total 219,609 55
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Tabela A22- Pos- teste de Games-Howell entre grupos para o gene SAPL.

Variavel dependente:
Games-Howell

Comparacg0des multiplas

95%
Diferenca Erro Limite Limite
(1) Grupos média (-J)| Padréo Sig. inferior [ superior
1 2 1,07750° ,19738 ,002 ,3923 1,7627
3 1,64375 16791 ,000 1,0063 2,2812
2 3,75875" ,16698 ,000 3,1215 4,3960
5 3,08375" ,16907 ,000 2,4459 3,7216
G 5,53625 ,16126 ,000 48972 6,1753
7 5,35288" ,19623 ,000 4,6706 6,0352
2 1 -1,07750" ,19738 ,002| -1,7627 -,3923
3 56625 ,12316 014 ,1130 1,0195
4 2,68125" ,12189 ,000 2,2292 3,1333
S 2,00625" 12474 ,000 1,5513 2,4612
6 4,45875" ,11393 ,000 4,0074 4,9101
7 4,27538" ,15963 ,000 3,7303 4,8205
3 1 -1,64375" ,16791 ,000| -2,2812| -1,0063
2 -56625" 12316 014 -1,0195 -,1130
4 2,11500" ,06395 ,000 1,8965 2,3335
5 1,44000° ,06923 ,000 1,2034 1,6766
6 3,89250" ,04703 ,000 3,7067 4,0783
7 3,70913" ,12131 ,000 3,2636 4,1547
4 1 -3,75875" ,16698 ,000| -4,3960| -3,1215
2 -2,68125" ,12189 ,000| -3,1333| -2,2292
3 -2,11500" ,06395 ,000| -2,3335| -1,8965
5 -,67500° ,06695 ,000 -,9044 -,4456
6 1,77750° ,04360 ,000 1,6053 1,9497
7 1,59413" ,12002 ,000 1,1498 2,0384
S 1 -3,08375" ,16907 ,000| -3,7216| -2,4459
2 -2,00625" 12474 000 -24612 -1,5513
3 -1,44000" ,06923 ,000| -1,6766| -1,2034
4 67500 ,06695 ,000 4456 ,9044
6 2,45250" ,05104 ,000 2,2508 2,6542
7 2,26913" ,12292 ,000 1,8217 2,7166
6 1 -5,53625" ,16126 ,000| -6,1753| -4,8972
2 -4,45875" ,11393 ,000| -49101| -4,0074
3 -3,89250" ,04703 ,000| -4,0783| -3,7067
4 -1,77750" ,04360 ,000| -1,9497| -1,6053
5 -2,45250" ,05104 000 -2,6542 -2,2508
7 -,18338 ,11193 668 -,6268 ,2600
7 1 -5,35288" ,19623 ,000| -6,0352| -4,6706
2 -4,27538" ,15963 ,000| -4,8205| -3,7303
3 -3,70913" ,12131 ,000| -4,1547| -3,2636
4 -1,59413" ,12002 ,000| -2,0384| -1,1498
5 -2,26913" ,12292 ,000| -2,7166| -1,8217
6 ,18338 ,11193 668 -,2600 6268

*. Adiferenca média é significativa no nivel 0.05.
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Tabela A23- Sumario da Analise de Variancias para o gene SOD1 (a=0,05).

ANOVA
S0D1
Soma dos Quadrado
Quadrados gl Medio F Sig.
Entre Grupos 283105,801 6 47184,300 136,025 ,000
Nos grupos 16997, 101 49 346,880
Tatal 300102,902 55
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Tabela A24- Pos- teste de Games-Howell entre grupos para o gene SOD1.

Variavel dependente:

Games-Howell

Comparacdes multiplas

95%
Diferenca Erro Limite Limite
(1) Grupos média (I-J)| Padrio Sig. inferior | superior
1 2 73,80000°| 16,96501 "000| 108,0793| 238,6207
3 E64,43750* 16,56542 ,000| 99,5373| 229,3377
a D12,52625"| 16,41164 ,000| 147,5256| 277,5269
5 kho7,76250°"| 16,65621 ,000( 132,9024( 262,6226
G b17,03913"| 16,41061 ,000| 152,0377| 282,0405
7 D10,95000°| 16,43518 ,000| 145,9675| 275,9325
2 1 k73,80000°| 16,96501 ,000| -238,6207] -108,9793
3 -9,36250| 4,92594 518| -26,9601 8,2351
4 38,72625°| 4,38105 ,000| 21,5527| 55,8998
5 23,96250°| 5,22313 ,008 5,7412| 42,1838
6 43,23913"| 4,37721 ,000| 26,0635| 60,4147
7 37,15000°| 4,46844 ,000| 19,9996| 54,3004
3 1 k64,43750°| 16,56542 ,000| -229,3377| -99,5373
2 9,36250| 4,92594 518| -8,2351| 26,9601
4 48,08875°| 2,40730 ,000| 38,8765| 57,3010
5 33,32500°| 3,72594 ,000| 20,5133| 46,1367
6 52,60163°| 2,40030 ,000| 43,3895 61,8137
7 46,51250°| 2,56290 ,000| 37,1873| 55,8377
4 1 D12,52625"| 16,41164 ,000( -277,5269( -147,5256
2 -38,72625°| 4,38105 ,000| -55,8098| -21,5527
3 -48,08875°| 2,40730 ,000| -57,3010| -38,8765
5 -14,76375°| 2,96839 ,013| -26,2546| -3,2729
6 4,51288" 83075 ,001 1,6752 7,3506
7 -1,57625| 1,22359 844| -59228 2,7703
5 1 ho7.762507| 16,65621 ,000( -262,6226( -132,9024
2 -23,96250°| 5,22313 ,008( -42,1838( -5,7412
3 -33,32500°| 3,72594 ,000| -46,1367| -20,5133
4 14,76375°| 2,96839 ,013 3,2729| 26,2546
6 19,27663°| 2,96272 ,003 7,7844| 30,7688
7 13,18750°| 3,09592 024 1,6608| 24,7142
6 1 p17,03913"| 16,41061 ,000| -282,0405| -152,0377
2 -43,23913°| 4,37721 ,000| -60,4147| -26,0635
3 -52,60163°| 2,40030 ,000| -61,8137| -43,3895
4 -4,51288" ,83075 ,001| -7,3506| -1,6752
5 -19,27663°| 2,96272 ,003| -30,7688| -7,7844
7 -6,08913"| 1,20976 ,005| -10,4104| -1,7679
7 1 D10,95000°| 16,43518 ,000| -275,9325] -145,9675
2 -37,15000°| 4,46844 ,000| -54,3004| -19,9996
3 -46,51250°| 2,56290 ,000| -55,8377| -37,1873
4 1,57625| 1,22359 844| -2,7703 5,228
5 -13,18750°| 3,09592 ,024( -24,7142( -1,6608
6 6,08913"| 1,20976 ,005 1,7679| 10,4104

*. Adiferenca média é significativa no nivel 0.05.
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Teste Concentracdo Fungicida Minima (CFM) apoés o teste de

Concentracdao Inibitéria Minima (CIM)

144

Tabela A25- Sumario da Andlise de Variancia empregada para comparar as médias de log
(UFC/mL) dos diferentes grupos de tratamento e periodo de recuperacao submetidos ao
Teste de Minima Concentracgdo Inibitéria.

Tipo Il Eta
Soma dos Quadrado parcial Noncent. Poder
Origem Quadrados Gl Médio F Sig. gquadrado Parametro observado®
Modelo
o 300750,5002 55 5468,191 6,562 ,000 ,763 360,933 1,000
corrigido
Intercepto  1199562,00 1199562,00
0 0 1439,603 ,000 ,928  1439,603 1,000
Grupos 265120,000 27 9819,259 11,784 ,000 ,740 318,172 1,000
Tempo 11583,482 1 11583,482 13,901 ,000 ,110 13,901 ,959
Grupos *
24047,018 27 890,630 1,069 ,389 ,205 28,859 ,820
Tempo
Erro 93325,000 112 833,259
Total 1593637,50
168
0
Total
394075,500 167

corrigido
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