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Costa ACBP. Estudo de genes de Candida albicans com fungao
desconhecida quanto a formacgao de biofilme, caracteristicas biolégicas e
interacdo patogeno- hospedeiro [tese]. Sdo José dos Campos (SP):
Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2015.

RESUMO

Candida albicans € um fungo oportunista capaz de causar infecgbes
superficiais e até sistémicas. A maioria das infeccbes € mediada pela
formacgao de biofilme que confere resisténcia aos agentes antifungicos e
ao sistema imune, porém os mecanismos de desenvolvimento do biofilme
e patogenicidade ainda nado foram completamente elucidados. No
presente estudo foram selecionados 9 genes de C. albicans com fungao
desconhecida, dentre 34 cepas mutantes que apresentaram fendtipo
alterado para formacado de biofiime. Os biofiimes foram formados em
placas de 96 pocgos ou discos de poliestireno e avaliados em diferentes
tempos de desenvolvimento. A seguir foram construidas 4 cepas
complementadas que foram avaliadas quanto a susceptibilidade a
agentes estressantes, crescimento sob limitagdo de nutrientes e testes de
filamentacdo. A arquitetura dos biofilmes foi analisada por microscopia
eletronica de varredura (MEV). Os biofiimes também foram avaliados
quanto a quantidade de [B-1,3-glucana e quitina. Para os modelos de
infeccdo, células epiteliais bucais (TR-146) foram utilizadas para analise
de aderéncia, invasao e dano. A patogenicidade das cepas foi avaliada
em ovos embrionados de galinha durante 7 dias, apds a inoculagdo das
cepas. Células planctbnicas e biofiimes foram submetidos a testes
antifungicos com os agentes fluconazol, anfotericina B e caspofungina. A
reacao em cadeia da polimerase quantitativa foi realizada para verificar a
expressao dos genes MRV8 e NDT80 em células fungicas em interagao
com células epiteliais e MRV8, MRV1 e MRV6 em células crescidas em
biofilme. Os resultados foram analisados por teste t de Student, ANOVA,
Tukey e testes de Log-rank (Mantel-Cox) (p < 0,05). Foram construidas 4
cepas complementadas para os genes selecionados ORF19.823,
ORF19.7170, ORF19.6847 e MRV8. A funcao de ORF19.823 ainda
permanece desconhecida, pois nao foi observado fendtipo significativo
para a cepa mutante quanto aos testes realizados. A cepa mutante para
ORF19.7170 causou menos dano as células epiteliais, porém o resultado
nao foi significante e o gene foi dispensavel para a formacgao de biofilme.
ORF19.6847 mostrou participacdo no acumulo de biomassa no biofilme e
dano epitelial e significativa redu¢cao da produgcdo de B-1,3-glucana. O
gene MRV8 apresentou o fendtipo mais significativo com clara



participacdo na formacédo de biofime de 24 h, acumulo de biomassa,
organizagdo da arquitetura do biofilme, modulacdo da resposta a
caspofungina em altas concentragbes, dano epitelial e tamanho das
microcol6nias com recuperacao do fendétipo pela cepa complementada. O
gene MRV8 destacou-se como alvo promissor para o desenvolvimento de
novos agentes antifungicos com mecanismos especificos contra as
especies C. albicans e C. dubliniensis.

Palavras-chave: Candida albicans. Biofilme. Antifungicos. Patogenicidade.



COSTA ACBP. Study of unknown function genes of Candida albicans as
to biofilm formation, biological characteristics, and host-pathogen
interaction [doctorate]. Sdo José dos Campos (SP): Institute of Science
and Technology, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2015.

ABSTRACT

Candida albicans is an opportunistic fungi capable of causing supetfficial
and systemic infections. Most of infections are mediated by biofilm
formation which confers resistance to antifungal agents and immune
system, but the mechanisms of biofilm development and pathogenicity
were not thoroughly elucidated yet. In the presente study, 9 unknown
function genes of C. albicans were selected among 34 mutant strains that
presented altered phenotype for biofilm formation. The biofilms were
formed on 96-well microtitle plates or on polystyrene disks and evaluated
in different time intervals. Next, 4 complemented strains were constructed
and evaluated for susceptibility to stressor agents, growth under nutrient
limitation and filamentation tests. The biofilm architecture was analyzed by
scanning electron microscopy (SEM). The biofilms were also assessed as
the quantity of B-1,3-glucan and chitin. For the infection models, buccal
epithelial cells (TR-146) were used for adherence, invasion and damage
assays. The pathogenicity of the strains was evaluated in embrionated
chicken eggs for 7 days, after inoculation of the strains. Planktonic cells
and biofilms were submitted to antifungal tests with fluconazole,
amphotericin B, and caspofungin. Quantitative polymerase chain reaction
was performed to verify the expression of MRV8 and NDT80 genes in
fungal cells in interaction with epithelial cells and MRV8, MRV1, and
MRV6 genes in cells grown in biofilm. The results were submitted to the
Student t test, ANOVA, Tukey's test, and Log-rank test (Mantel-Cox) (p <
0.05). Four complemented strains were constructed for the selected genes
ORF19.823, ORF19.7170, ORF19.6847, and MRV8. The function of the
ORF19.823 is still unknown, because the mutant strain did not show any
significative phenotype for the tests performed. The mutant strain for the
ORF19.7170 caused less damage on epithelial cells, but the result was
not significant and the gene was dispensable for biofilm formation.
ORF19.6847 showed participation in biomass accumulation in the biofilm
and epithelial damage and significative reduction of [-1,3-glucan
production. MRV8 gene showed the phenotype more significative with
clear participation for 24 h biofiim formation, biomass accumulation,
organization of biofilm architecture, modulation of response to caspofungin
at high concentrations, epithelial damage and the size of microcolonies




with phenotype recovered by the complemented strain. The MRV8 gene
stood out as a promising target for developing new antifungal drugs with
specific mechanisms against the C. albicans and C. dubliniensis species.

Key-words: Candida albicans. Biofilm. Antifungal Agents. Pathogenicity.




1 INTRODUGAO

Candida albicans € uma levedura comensal encontrada
na superficie das mucosas (Ganguly, Mitchell, 2011). Entretanto, esta
levedura € um patdgeno oportunista comum que pode causar uma
variedade de infecgbes severas e recorrentes na mucosa, como também
infeccbes invasivas e fatais, em pacientes imunocompetentes e
imunocomprometidos (Samaranayake LP et al., 2009; Ganguly, Mitchell,
2011).

As infeccobes de mucosa sao caracterizadas por
candidose bucal e vaginal decorrentes de fatores de risco como uso de
agentes imunossupressores, antibioticos, estrogénios, xerostomia, uso de
prétese e ma higienizacéo bucal (Jorge et al., 1993; Naglik et al., 2008; de
Souza et al., 2009).

Para causar infeccdo, C. albicans dispde de fatores de
viruléncia como aderéncia as células do hospedeiro, hidrofobicidade,
mudanga morfolégica (dimorfismo), secregcdo de aspartil proteinase,
producdo de fosfolipase e capacidade de formagéao de biofilme (Schaller
et al., 2005; Nobile, Mitchell, 2006; Costa et al., 2012a).

Infecgdes agudas de mucosa bucal como candidose
pseudomembranosa, eritematosa e hiperplasica sdao decorrentes de
formacgao de biofilme patogénico constituido por uma mistura heterogénea
de blastoconideos, pseudohifas e hifas embebidas em substancias
poliméricas extracelulares que formam poros e canais (Costa et al.,
2012b). As células organizadas em biofilme apresentam caracteristicas
fenotipicas que as diferenciam das células em suspensdo, como

susceptibilidade reduzida as células e substancias do sistema imune e
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aos antifungicos convencionais (Kuhn et al., 2002; Samaranayake LP et
al., 2009).

A formacdo do biofiilme ocorre, inicialmente, com a
aderéncia das leveduras ao substrato, seguida por coagregagao das
células e colonizagdo que caracterizam a fase inicial (1-11 h) (Seneviratne
et al., 2008a; Nobile, Mitchell, 2006). A presenca das leveduras é
importante para o ancoramento do biofilme a superficie (Douglas LJ,
2002). A seguir, ocorrem crescimento e proliferacdo das células
permitindo a formagdo da camada basal, ancoragem das células e
produgcdo de material da matriz extracelular, caracterizando a fase
intermediaria (12-30 h), e finalmente, ocorre maturagdo com o
crescimento de pseudohifas e concomitante extensao das hifas a partir de
tubos germinativos com posterior disseminagao das células que definem a
fase de maturacédo (31-72 h) (Douglas LJ, 2002; Nobile, Mitchell, 2006;
Seneviratne et al., 2008a; Ramage et al., 2009).

Os mecanismos moleculares de regulacdo da formacéao
de biofilme iniciam-se com a aderéncia conferida pelos genes da familia
ALS, HWP1, EAP1 e CSH1 (Chaffin, 2008; ten Cate et al., 2009;
Karkowska-Kuleta et al., 2009). A seguir, ocorre a transicdo morfolégica
de levedura para hifa mediada principalmente pelo gene EFG1 e outros,
como CPH1, TEC1, SUV3, NUP85, UME6, MDS3 e KEM3 (Blankenship,
Mitchell, 2006; Ramage et al., 2009). As células sdo envolvidas pela
matriz extracelular decorrente da expressado dos genes ADH1, GCA1 e
GCAZ2 (Blankenship, Mitchell, 2006; Finkel, Mitchell, 2011). O dano celular
causado pelo estabelecimento do biofilme deve-se a expressédo de genes
para as enzimas hidroliticas aspartil proteinase secretoras (SAPs) e
fosfolipases (PLBs) (Zhu, Filler, 2010). Os 1061 genes alvos envolvidos
na formacdo do biofime sio regulados pelos fatores de transcricao
codificados pelos genes BCR1, TEC1, EFG1, NDT80, ROB1 e BRG1
(Nobile et al., 2012).
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Embora, os mecanismos moleculares de desenvolvimento
do biofilme sejam bem descritos, Nett JE et al. (2009) avaliaram o perfil de
transcricdo de biofilme de C. albicans formado in vivo em cateter venoso
central e descreveram que 44% dos genes "up" regulados no biofilme
intermediario e 40% dos genes "down" regulados no biofilme maduro
apresentam funcado desconhecida. Além disso, sabe-se que C. albicans
possui 6524 genes, dos quais aproximadamente 73% ainda ndo foram
caracterizados. Como um importante patégeno humano, este elevado
numero de genes nao caracterizados poderia contribuir para a
patogénese, como genes de fatores de viruléncia. Assim, estes dados
despertam interesse para o estudo de genes com fungao desconhecida
que s&o unicos para C. albicans ou estao presentes em outros patdogenos
fungicos identificados e caracterizados por estudos prévios de perfis de
transcricdo durante infec¢ao in vitro, ex vivo e in vivo, e aqueles com
caracteristicas funcionais e estruturais interessantes identificados em
analise in silico (Fradin et al., 2005; Thewes et al., 2007; Zakikhany et al.,
2007; Wilson D et al., 2014).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Candida albicans

Candida albicans é um fungo dipléide e assexual que
produz blastoconideos, pseudohifas e hifas semelhantes ao micélio dos
ascomicetos mostrando septos com um simples poro (McCullough,
Savage, 2005; Klis et al., 2009). Este fungo também é denominado
dimorfico, pois se encontra como blastoconideo na fase infectante e
filamentoso na fase parasitaria. Embora a invasdo tecidual seja
desencadeada pelas hifas, as duas formas sdo encontradas nos tecidos
infectados (Jayatilake, 2011).

O blastoconideo é esférico e oval medindo cerca de 2- 5
um (Jayatilake, 2011). O crescimento da levedura ocorre por brotamento
assimétrico, em que o septo surge antes do brotamento aparecer e o
nucleo divide-se na constricdo do brotamento dando origem a uma célula
filha. As leveduras podem formar pseudohifas e hifas em um processo
reversivel (Berman, 2006, Giacometti et al., 2011). A forma vegetativa
unicelular é favorecida a 30 °C e pH acido (4,0) (Kim, Sudbery, 2011).

As hifas de C. albicans sdo mais estreitas que as
pseudohifas assemelhando-se as hifas dos fungos filamentosos, formam-
se a partir da evaginacao e alongamento continuo do tubo germinativo,
onde o nucleo migra e divide-se dentro do tubo germinativo. A formagao
desta estrutura é limitada aos estagios mais recentes do ciclo celular
(Berman, 2006). O crescimento direcional da hifa é direcionado por uma
estrutura chamada Spitzenkérper que sao estruturas filamentosas
presentes na ponta da hifa em crescimento que direcionam a entrega de

vesiculas secretoras contribuindo para o crescimento polarizado
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(Whiteway, Bachewich, 2007). A diferenciacdo em formas filamentosas é
favorecida por fatores do ambiente como incubacgao a 37 °C, presencga de
soro, pH neutro ou pH alcalino, concentragdo aumentada de COz,
embebimento em substrato e presenca de N- acetilglicosamina, devido a
expressdo dos genes EFG1, CPH1, MYO5 e HGC1 (Berman, 2006;
Whiteway, Bachewich, 2007; Kim, Sudbery, 2011; Mayer et al., 2012a).

As pseudohifas representam a forma de crescimento
entre leveduras e hifas, formando cadeias de brotamentos alongados com
constricdes nos septos e colbnias rugosas em condi¢cdes de pH de 5,5 e
temperatura igual a 35 °C (Kim, Sudbery, 2011). O nucleo também se
divide na constricdo do brotamento (Berman, 2006; ten Cate et al., 2009).
As pseudohifas coexistem entre leveduras e hifas em culturas vegetativas
e durante infecgdes. A auséncia da estrutura Spitzenkérper e a posi¢ao
nuclear no cruzamento da juncao mae-filha sugere que o crescimento da
pseudohifa esteja mais préoximo da levedura do que da hifa (Whiteway,
Bachewich, 2007).

C. albicans é capaz de produzir clamidoconideos que sao
estruturas formadas em condicbes adversas do ambiente mostrando
morfologia esférica, refringentes, com parede grossa ligada a pseudohifa
ou hifa. O clamidoconideo difere do blastoconideo por seu tamanho
grande, forma esférica e aparéncia refringente em microscépio de luz
(Jayatilake, 2011). Os mecanismos moleculares para sua formagao sao
mediados pela expressdo dos genes SUV3, SCH9 e ISW2 (Whiteway,
Bachewich, 2007).

A célula de C. albicans é composta por uma membrana
citoplasmatica formada por uma bicamada fosfolipidica contendo
proteinas e citoplasma composto por organelas como nucleo,
mitocdndrias e ribossomos. O citoplasma também contém varios vacuolos
cheios de componentes secretores, numerosos microtubulos e
microfilamentos, como actina e septina. O aparelho de Golgi parece nao

estar claramente identificado, mas foram demonstradas vesiculas
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similares associadas com reticulo endoplasmatico, chamadas
plasmalemassomos. Também foram encontradas vesiculas na parede
celular, chamadas lomassomos. Estas duas parecem ter fungéo secretora
(Jayatilake, 2011).

No nucleo sao abrigados 8 pares de cromossomos (chr1,
chr2, chr3, chr4, chr5, chr6, chr7 e chrR) contendo 13,3- 13,4 milhdes de
pares de bases e 6524 genes, dos quais 19,2% sao Unicos para a espéecie
C. albicans (Braun et al., 2005; Kim, Sudbery, 2011; Wilson D et al.,
2014). O genoma de C. albicans apresenta algumas particularidades, pois
cromossomos homélogos mostram divergéncias substanciais, em que
muitas vezes genes estao presentes em 2 alelos diferentes (Braun et al.,
2005). Outra particularidade é o cédon CUG que é traduzido em serina ao
invés de leucina (Kim, Sudbery, 2011). Além disso, um grande numero
(acima de 73%) dos genes identificados no genoma de C. albicans é
classificado como genes com fungdo desconhecida, dos quais 19%
destes ndo compartilham sequéncias homologas significativas com outros
seres vivos (Braun et al., 2005; d' Enfert et al., 2005).

Externamente a membrana citoplasmatica situa-se a
parede celular responsavel por manter a integridade da célula e interagir
com o ambiente externo, composta, principalmente, por manoproteinas,
B-1,3-glucana, B-1,6-glucana e quitina (Chaffin, 2008). A parede celular de
C. albicans é composta por uma camada interna de B-1,3-glucana sendo
a principal estrutura polissacaridica de caracteristica ramificada e elastica
que reflete a conformagéao helicoidal ligando-se a 3-1,6-glucana e quitina.
Algumas moléculas de quitina podem estar ligadas a 3-1,6-glucana. 3-1,6-
glucana funciona como ligantes flexiveis entre as proteinas e sdo mais
rigidas que a camada de 3-1,3-glucana (Chaffin, 2008; ten Cate et al.,
2009). Proteinas da parede celular (cell wall proteins- CWPs) estao
ligadas de forma covalente aos componentes polissacaridicos de duas
formas. A forma mais abundante reflete a classe de proteinas fixadas a 3-

1,6-glucana por meio de glicofosfatidilinositol (Glycophosphatidylinositol-
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GPI). A segunda forma € a ligagdo com proteinas com repeti¢des internas
(proteins with internal repeats- Pir) ligadas a -1,3-glucana que auxiliam
na arquitetura da parede celular. Além disso, também existem as
proteinas que nao estao fixadas a matriz polissacaridica (Chaffin, 2008;
ten Cate et al., 2009).

As proteinas da parede celular apresentam importantes
fungdes para a adaptagao e viruléncia, como: manter a integridade da
parede celular, evitar deteccdo por dectina-1, promover a formacao de
biofilme, mediar a aderéncia as células do hospedeiro e a dispositivos
meédicos abidticos, promover a invasdo das camadas epiteliais, proteger
contra o ataque do sistema imune inato, promover a aquisicéo de ferro e
propriedades relacionadas com permeabilidade e carga (Klis et al., 2009).
Existe por volta de 20 CWPs que podem estar fixadas a parede celular
como as 8 adesinas da familia ALS, HWP1, EAP1 e PGA30 (Klis et al.,
2009). Além destas, existem também CWPs nao fixadas covalentemente
a parede celular apresentando funcdo enzimatica, como as enzimas
hidroliticas que tem a capacidade de hidrolisar complexos substratos e
transporta-los para dentro da célula como fonte de nutrientes. Podem agir
como fatores de viruléncia degradando os tecidos do hospedeiro,
facilitando a colonizagdo ou invasao, como as proteinas da familia da
aspartil proteinase secretoras, quitinase, proteinas para biossintese de [3-

1,6-glucana e enzimas com atividade para glucanase (Chaffin, 2008).

2.2 Biofilme de Candida albicans

O biofilme de C. albicans é constituido por uma mistura
heterogénea de blastoconideos, pseudohifas e hifas embebidas em
substancias poliméricas extracelulares que formam poros e canais,

mostrando caracteristicas fenotipicas que se diferenciam da plancténica,
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sendo implicado nas candidoses bucais (Seneviratne et al., 2008a; Costa
et al., 2011).

A formacdo do biofiime ocorre, inicialmente, com a
aderéncia das leveduras ao substrato, seguida por coagregacado das
células e colonizagdo que caracterizam a fase inicial (0-11 h) (Seneviratne
et al., 2008a; Nobile, Mitchell, 2006). A presenca das leveduras é
importante para o ancoramento do biofilme a superficie (Douglas LJ,
2002). A seguir, ocorrem crescimento e proliferacdo das células
permitindo a formagdo da camada basal, ancoragem das células e
producdo de material da matriz extracelular, caracterizando a fase
intermediaria (12-30 h), e finalmente, ocorre maturagdo com o
crescimento de pseudohifas e concomitante extensao das hifas a partir de
tubos germinativos com posterior disseminagao das células que definem a
fase de maturacédo (31-72 h) (Douglas LJ, 2002; Nobile, Mitchell, 2006;
Seneviratne et al., 2008a; Ramage et al., 2009).

Os mecanismos moleculares de regulagcdo da formacao
do biofilme ja foram descrito por alguns autores (Blankenship, Mitchell,
2006; Ramage et al., 2009; Nobile et al., 2009; Nailis et al., 2009). A
aderéncia é o primeiro passo para a formacao do biofilme e é conferida
pelos genes da familia ALS responsaveis por aderéncia e agregagao a
outros micro-organismos e sdo expressos por leveduras e hifas. O gene
HWP1 codifica uma adesina expressa somente por hifas, o gene EAP1
confere aderéncia a poliestireno e o gene CSH1 confere aderéncia
relacionada com hidrofobicidade da superficie celular da levedura, além
de outras adesinas menos conhecidas (Chaffin, 2008; ten Cate et al.,
2009; Karkowska-Kuleta et al., 2009). Apds aderéncia, segue-se a
maturagcdo com a formagao de hifas e expressédo do gene EFG1 envolvido
na regulagao da transicdo morfologica e habilidade de formar estrutura
aderente ao poliestireno, poliuretano e vidro. Outros genes também sao
requeridos para a diferenciagcdo morfolégica como CPH1, TEC1, SUVS3,
NUP85, UME6, MDS3 e KEM3 (Blankenship, Mitchell, 2006; Ramage et
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al., 2009). A producdo de matriz extracelular € mediada pela expressao
dos genes ADH1, GCA1 e GCA2 (Blankenship, Mitchell, 2006; Finkel,
Mitchell, 2011). Apdés o estabelecimento do biofilme, ocorrem invaséo e
dano celular por meio da expressao de genes para as principais enzimas
histoliticas, aspartil proteinase secretoras (SAPs) e fosfolipases (PLBs)
(Zhu, Filler, 2010). O ultimo processo do biofiime é a dispersdo das
células para a formacao de outras comunidades regulada negativamente
pelos genes UME6 e SURY e positivamente pelos genes PES1 e NRG1
(Bernardo, Lee, 2010; Uppuluri et al., 2010b; Finkel, Mitchell, 2011). A
mudancga de expressao ou atividade destes genes durante a maturagao
do biofilme parece ser controlada em resposta ao acumulo de moléculas
do quorum-sensing (Uppuluri et al., 2010b; Finkel, Mitchell, 2011). Os
genes relacionados a filamentacdo e aderéncia sdo regulados
principalmente pelos fatores de transcricdo EFG1, BCR1 e TYE1
(Ganguly, Mitchell, 2011; Dwivedi et al., 2011).

Nobile et al. (2012) avaliaram 165 reguladores
transcricionais quanto a formacao de biofilme de C. albicans, dos quais 6
mutantes foram selecionados para estudo da rede de circuito de controle
transcricional: ber1A/A, tec1A/A, efg1A/A, ndt8OA/A, rob1A/A e brg1A/A. Foi
demonstrado que 1061 genes foram regulados por pelo menos um dos 6
reguladores de biofilme. Além disso, foi observado que os 6 reguladores
controlam a expressao dos outros reguladores: os 6 reguladores ligam-se
as regides promotoras de BCR1, TEC1, EFG1 e BRG1; Tec1, Efg1, Ndt80
e Rob1 ligam-se a ROB1; Efg1 e Ndt80 liga-se a NDT80; sendo que a
regulacao entre os reguladores € positiva. Ber1, Efg1, Ndt80, Rob1 e Brg1
sdo ativadores e repressores de seus genes alvos, enquanto que Tec1
age somente como ativador de genes envolvidos com a formagao de
biofilme. Assim, considerando todos os genes alvos dos 6 reguladores, a
rede de genes do biofilme compreende 15% do genoma de C. albicans.

O biofime de C. albicans pode ser formado sobre

superficie bidtica como tecidos e o6rgaos do hospedeiro e sobre
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superficies inanimadas, como dispositivos médicos e odontolégicos com
aderéncia facilitada devido a presenca de saliva e soro (Douglas LJ, 2002;
Dongari- Bagtzoglou et al., 2009; da Silva et al., 2010; Estivil et al., 2011).

A organizagdo em biofiime apresenta vantagens que
incluem protecdo no ambiente, resisténcia a remogao fisica e quimica,
cooperagao metabolica e regulagdo da expressédo de genes baseados na
comunidade. As principais implicagdes clinicas devem-se a redugao da
susceptibilidade aos agentes antimicrobianos e protecdo contra as
defesas do hospedeiro (Jabra-Rizk et al., 2004; Ramage et al., 2009).

As células do biofilme de C. albicans tém habilidade de
comunicar-se e coordenar o comportamento da comunidade via secregao
de moléculas de sinalizagdo em um fenédmeno definido como quorum-
sensing (Ramage et al., 2009). O quorum - sensing beneficia o biofilme,
pois previne a superpopulacdo desnecessaria, controla a competigao por
nutrientes e tem importantes implicagdes no processo infeccioso
particularmente para disseminacgao e estabelecimento de outros sitios de
infeccdo (Ramage et al., 2005). As principais moléculas identificadas s&o
o farnesol e o tirosol. O farnesol foi identificado originalmente como um
inibidor da morfogénese inibindo a transicdo de levedura para hifa
promovendo a dispersdao das células (Ramage et al.,, 2009; Finkel,
Mitchell, 2011). Possui também outras fungbes importantes como
promog¢ao da resisténcia ao estresse oxidativo, ativacdo da formacao de
clamidoconideos em condigcbes favoraveis para o seu desenvolvimento,
inibicdo da aderéncia das leveduras a superficie, germinagcao das
leveduras em biofiime maduro e redugdo da produgdo de IL-12 pelo
hospedeiro. O tirosol apresenta efeito contrario ao farnesol, induzindo a
transicdio de levedura para hifa nos primeiros estagios de
desenvolvimento do biofilme. A morfogénese e consequentemente a
secrecao de moléculas do quorum-sensing é influenciada pela densidade
de células na populagdo, em que em concentragbes menores que 10°

células/ mL ocorrem transicdo de leveduras para hifas e acima desta
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concentragéo ocorre predominancia de leveduras (Kruppa, 2009; Ramage
et al., 2009).

O uso do farnesol para controlar a formagéao de biofilme
de C. albicans surge como um novo mecanismo de a¢ao que podera ser
utilizado como opgéo terapéutica, como descrito por Hisajima et al. (2008)
que verificaram o efeito protetor do farnesol em candidose bucal
experimental induzida em camundongo imunossuprimido, mostrando
reducédo das lesbes e células de C. albicans e analise histologica com
poucos miceélios e células inflamatdrias devido a prevencgao da invasao do
fungo na mucosa.

Outras moléculas também foram descritas com efeito na
populacao. Feniletil alcool e triptofol agem inibindo a filamentagéo, porém
em concentracbes mais altas de células, enquanto que a substancia
autoreguladora morfogénica (MARS) induz a morfogénese da hifa. Assim
como o farnesol, o acido farnesdico inibe a transicao de levedura para hifa
(Kruppa, 2009). Outra molécula recentemente relacionada ao quorum-
sensing € uma proteina-reguladora dependente de zinco codificada pelo
gene ZAP1 que funciona como repressora da maturacdo do biofilme
através da regulagdo negativa da produgao de Bp-1,3- glucana soluvel, o
componente mais prevalente da matriz extracelular (Nobile et al., 2009).

A secrecdo de moléculas sinalizadoras também pode
influenciar a morfogénese de Candida em biofilmes heterotipicos como
descrito por Martins et al. (2007). Os autores investigaram o efeito de
cinco sinalizadores menos conhecidos, alcool isoamil, 2- feniletanol, 1-
dodecanol, E- nerolidol e E,E- farnesol, secretados por células
planctbnicas e biofiimes de C. albicans e C. dubliniensis, o qual foi
coletado o sobrenadante das culturas e avaliados quanto ao controle da
morfogénese. Os resultados demonstraram que os sobrenadantes das
duas espécies tiveram atividade inibitoria para a transigdo morfolégica das

formas leveduriformes para a forma filamentosa de C. albicans e
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pseudohifa de C. dubliniensis, com atividade inter e intraespécie, porém
nao houve restricao do crescimento.

As camadas mais internas do biofilme maduro criam um
ambiente pobre em oxigénio o que requer a expressao de determinados
genes para a manutengdo da estrutura. Assim, Bonhomme et al. (2011)
observaram que o gene TYE7, que codifica um ativador transcricional de
genes glicoliticos em crescimento planctdnico e biofilme, é requerido para
a coesividade do biofilme. Este gene regula negativamente a transicao de
levedura para hifa induzida por condigdes de hipdxia que quando deletado
forma um biofilme menos aderente, facil de ser removido, enfraquecido e
com maior numero de formas filamentosas em condi¢des de hipdxia que a
cepa selvagem mostrando que Tye7p mantém a produgao de ATP por
expressar genes glicoliticos necessarios a adaptacéo a hipdéxia gerada
durante a maturacdo do biofilme, destacando-se como um alvo atrativo
para o desenvolvimento de antifungicos.

Na etapa final da formacdo do biofiime é descrito a
dispersdo das células do biofilme constituida predominantemente por
leveduras brotantes, entretanto foi descrito recentemente que a dispersao
pode ser iniciada nos primeiros momentos da formacao do biofiime de C.
albicans com declinio na fase intermediaria, porém sem cessacao
completa apdés 48 h (Uppuluri et al., 2010a). Estes dados também
dependem do meio de cultura utilizado e metodologias de formagéao do
biofiime. A dispersdo das células apresenta implicagdes clinicas
importantes, pois constituem fonte de infeccbes para outros sitios por
cepas com viruléncia aumentada como demonstrado por Uppuluri et al.
(2010a), o qual estudou as células dispersas de biofilme formado sob
fluxo continuo observando que estas foram mais aderentes ao
poliestireno e as células endoteliais, formaram um biofilme mais complexo
e foram mais patogénicas para camundongos apds indugdo de
candidemia que as células planctbnicas. Além disso, estudos

demonstraram que as células dispersas foram mais resistentes que as
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células planctbnicas aos antifungicos anfotericina B, fluconazol e 5-
fluorocitosina, porém menos resistentes que a organizagdo em biofilme,
mostrando que o tratamento de infecgbes causadas por biofiime de C.
albicans vai além da erradicagdo da comunidade séssil (Baillie, Douglas,
1998a, 1998b).

Em outro estudo realizado por Uppuluri et al., (2010b) foi
investigada a fungéo do gene NRG1 de C.albicans, uma proteina ligadora
de DNA com um dominio de zinco, que funciona como regulador negativo
de filamentagdo, quanto ao desenvolvimento do biofilme. A cepa super
expressando Nrg1p formou um biofilme monocamada constituido por
leveduras e pseudohifas aderidas ao substrato e menos robusto que o
biofilme formado pela cepa de C. albicans SC5314. Em adigado, este
biofilme teve pelo menos 10 a 18 vezes mais células dispersas. Os
resultados indicaram que a regulacdo da expressao de NRGT poderia
potencialmente levar ao controle do biofilme e apontaram o gene NRG1
como um alvo atrativo para o desenvolvimento de novos agentes
antifungicos.

As substancias da matriz extracelular s&o secretadas
durante a fase de maturagdo com fungdo de proteger as células da
fagocitose, manter a integridade do biofilme e limitar a difusdo de
substancias (Douglas LJ, 2003; Seneviratne et al., 2008a). A matriz
extracelular & constituida por polissacarideos, como glicose, manose,
ramnose e N-acetilglicosamina, proteinas, hexosaminas, fésforo e acido
urdnico (Al-Fattani, Douglas, 2006; Lal et al., 2010; Martins et al., 2010).

Assim o tratamento das infec¢gdes causadas por biofilme
de C. albicans fica dificultado em virtude da protecao das células contra
0s mecanismos do sistema imune e antifungicos convencionais (Douglas
LJ, 2002). A suscetibilidade reduzida do biofiime aos antifungicos
convencionais € um fendbmeno multifatorial que envolve as caracteristicas
do biofilme, como a heterogeneidade da populagdo do biofilme, restrigao

da penetracdo dos antimicrobianos devido ao material da matriz
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extracelular, diminuicdo da taxa de crescimento das células dentro do
biofiilme e diferenca de expressdo de genes (Nobile, Mitchell, 2006;
Bonhomme, d'Enfert, 2013).

O biofilme de C. albicans apresenta resisténcia intrinseca
aos azoéis, devido a expressao de bombas de efluxo codificadas pelos
genes da superfamilia de proteinas ABC (cassete-ligadora de ATP) e
MFS (facilitador maior). ABC codifica os genes CDR1 e CDR2 e MFS
codifica MDR1. A superexpressdo destes genes ocorre na fase
intermediaria e madura, porém se inicia na fase inicial da formagao do
biofilme (Prasad, Kappor, 2005; Chandra et al., 2005).

Kuhn et al. (2002) relataram diminuicdo da suscetibilidade
de biofiimes de C. albicans e C. parapsilosis formados in vitro aos
antimicrobianos fluconazol, voriconazol, clorexidina, anfotericina B,
nistatina, terbinafina e ravuconazol em relagado as células plancténicas.
Mas por outro lado, foi demonstrado que o antifungico caspofungina pode
ser usado para prevencdo e reducdo de biofilme de C. albicans,
demonstrado no tratamento de biofilme formado in vivo em cateter
colocado em camundongo. Os resultados mostraram que o tratamento
reduziu, aproximadamente, 4 logio de células do biofime e 99% de
células disseminadas para os rins. A preveng¢ao da formacao do biofilme
reduziu quase 3 log1o de células e a disseminagao para os rins, indicando
que a caspofungina constitui importante agente na prevengcdo e
tratamento de infeccdes causadas por biofimes de C. albicans e
disseminagao para 6rgaos distantes (Lazzell et al., 2009).

Assim como as células sésseis, as células provenientes
do biofilme rompido também apresentam susceptibilidade reduzida aos
antifungicos em relagéo as células planctdnicas, como demonstrado por
Nett JE et al. (2010) que obtiveram reducédo de 50% de células de C.
albicans provenientes de biofilme formado sobre prétese acrilica usada
para inducdo de estomatite protética em ratos quando na presencga de no

minimo 256 pg/ mL de anfotericina B, fluconazol e micafungina.
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Outro fato que contribui para a redug¢ao da suscetibilidade
aos antifungicos € a presencga de células "persistentes" que representam
uma menor populagcdo do biofilme. Estas células sdo protegidas das
defesas do hospedeiro pela matriz extracelular e apés a exposi¢cao ao
antimicrobiano podem repovoar o biofilme, representando outro
mecanismo de resisténcia (d'Enfert, 2009). Sugere-se que as células
"persistentes" ndo sejam programadas para a morte celular, favorecendo
a tolerancia aos agentes antimicrobianos e a escassez de nutrientes no
biofilme (Jabra-Risk et al., 2004).

O crescimento em biofilme também contribui para a
evasao do sistema imune por diferentes mecanismos, como a expressao
de proteinas de superficie, como Pralp e Gpd2p, que se ligam aos
fatores H e FHL1 mimetizando as células do hospedeiro resultando em
protecao contra o sistema complemento e o uso da citocina IL-17A que
parece aumentar a formagéo de biofiime de C. albicans in vitro (Mathé,
Van Dijck, 2013). Além disso, a presenca de células do sistema imune,
como células mononucleares do sangue periférico, durante o
desenvolvimento do biofilme aumenta significativamente a espessura e
atividade metabdlica do biofilme em resposta a secregao diferenciada de
citocinas anti-inflamatérias (Chandra et al., 2007).

Existem diversos modelos de formacdo de biofilme
descritos na literatura que permitem estudar sua complexidade estrutural,
expressao génica, comportamentos frente a diferentes substratos,
condicbes de estresse, como comportamento a diferentes agentes
antifungicos e outros compostos quimicos (Martins et al., 2010; Estivil et
al., 2011; Costa et al., 2013a). Seneviratne et al. (2009) desenvolveram
um modelo de biofiime de Candida crescido no fundo da placa de 96
pocos de poliestireno em meio de cultura Yeast Nitrogen Base (YNB)
suplementado com 100 mM de glicose para a avaliagao de biofilmes de C.
albicans e C. glabrata, o qual foi observado que 1-7 x 10° células/mL

aderem a superficie de poliestireno em 1,5 h. A fase de aderéncia
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mostrou valores altos para a atividade metabdlica para as duas espécies
alcangando o valor maximo apo6s 48 h e declinando depois. C. albicans
formou um biofilme grosso e complexo composto por blastoconideos,
pseudohifas e hifas embebidas em matriz polissacaridica extracelular. O
biofiime formado por C. glabrata foi fino, desigual e bastante compacto,
formado por blastoconideos embebidos em matriz polissacaridica
extracelular. Apos 48 h, os biofilmes atingiram a maturidade e alcangaram
um platd de 0,3-2,2 x 108 células/mL e declinaram e desintegraram a 72 h.
Foi demonstrado que biofilme de C. albicans de 48 h e 72 h apresentaram
7,6% e 28% de células mortas, respectivamente (Seneviratne et al.,
2008b). A formacédo de biofilme por esta metodologia foi avaliada pelos
meétodos de contagem de células viaveis, atividade metabdlica,
microscopia confocal de varredura a laser e microscopia eletrdnica de
varredura rendendo resultados importantes para a compreensado das
comunidades (Seneviratne et al., 2009)

Nett JE et al. (2009) avaliaram a expressdo génica de
biofimes de C. albicans formados in vivo em cateter venoso central
inserido em camundongos, mostrando que para os biofiimes na fase
intermediaria e de maturagcdo houve super expressao de 124 genes, os
quais estdo envolvidos na sintese de carboidratos e processamento
(10%), transcrigao e sintese de proteinas (13%) e produgéo de energia e
metabolismo (12%). Embora os mecanismos moleculares de regulagdo da
formacao do biofilme sejam bem descritos, neste estudo foi observado
que 44% dos genes "up" regulados no biofilme intermediario e 40% dos
genes "down" regulados no biofime maduro apresentam fungao
desconhecida, destacando a necessidade de estudos que descrevam a
fungdo destes genes para compreensdo do biofilme, fornecimento de
ferramentas diagndsticas e desenvolvimento de novos agentes
antifungicos.

Finkel et al. (2012) estudaram os sinais regulatorios

envolvidos na primeira fase de desenvolvimento do biofiime que



32

correspondem a aderéncia das leveduras ao substrato utilizando uma
nova metodologia chamada nanostring profiling, mais sensivel que o
meétodo microarray e que usa sondas que se ligam diretamente aos RNAs.
Os autores observaram que 29 fatores de transcrigdo controlam grupos
diferentes de genes envolvidos no crescimento de hifas, viruléncia,
secrecao de proteinas e parede celular, captura de zinco e producéo da
matriz extracelular. Cinco destes fatores de transcricdao, Ace2p, Bcrip,
Casbp, Snf5p e Met4p, controlam genes ligados a via que regula Ace2p e
morfogénese polarizada apresentando papel na formacdo de biofilme.
Também foi destacado o importante papel de Bcr1p na primeira fase de
desenvolvimento do biofilme no controle do gene de aderéncia ALST
crucial para a aderéncia célula-substrato.

Como descrito nos estudos acima, a formagao de biofilme
por C. albicans depende da regulagcdo de vias e expressdo de genes
envolvidos nos principais processos de desenvolvimento que sao
aderéncia, filamentacao, producdo de matriz extracelular e dispersao de
células. Porém, tem sido observada a superregulagdo de genes
envolvidos em processos metabdlicos durante a formacdo de biofilme
(Bonhomme et al., 2011). Tomando estes achados como base, foi
verificado o impacto da via metabdlica da biossintese do glicerol mediada
pelo gene RHR2 que codifica a proteina glicerol-3-fosfotase na formacéao
de biofilme. A cepa mutante para este gene apresentou deficiéncia para
aderéncia ao silicone, acumulo de biomassa, formagdo de biofilme em
modelo de rato para cateter venoso central e menor expressdo dos genes
das adesinas Als1p, Als3p e Hwp1p. Para explicar estes efeitos os
autores levantaram 4 hipéteses: primeiro, a falta do gene RHR2 levaria ao
aumento da pressao osmatica induzindo a expressao de HOG1, porém
alteragbes nesta via ndo causam deficiéncia na aderéncia, mas afeta a
filamentagcdo. Segundo, talvez os niveis de glicerol sejam percebidos por
um ou mais fatores de transcricdo requeridos para a aderéncia e

formagao de biofilme. Terceiro, o papel do glicerol deve-se a sua
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participacdo na estrutura de glucosilfosfatidilinositol que ancora adesinas
na superficie celular. Por ultimo, talvez o glicerol seja importante para
gerar o turgor necessario para a penetragdo no tecido. Os autores
destacaram o papel da sintese de glicerol para a expressao das principais
adesinas envolvidas na formacdo de biofilme e o achado de uma
importante via metabdlica como alvo terapéutico que pode causar
prejuizos para ambas as fungdes fisioldgicas e regulatérias (Desai et al.,
2013).

2.3 Fatores de viruléncia de Candida albicans

C. albicans é a espécie mais virulenta do género
expressando diversos fatores de viruléncia que contribuem para
colonizagao, formagéao de biofilme, infeccdo e evasao dos mecanismos de
defesa do hospedeiro. Inicialmente, a interacdo com as células do
hospedeiro e substratos inanimados € mediada por adesinas que sao
componentes da parede celular representado por quitina, glucanas,
lipidios, proteinas e manoproteinas (Mishra et al., 2007; Chaffin, 2008).
Nas células do hospedeiro, os receptores para estas adesinas estido
localizados na superficie das células ou matriz extracelular, como
colageno, vitronectina, fibronectina, laminina e tenascina-C, ou podem
ligar-se a alguns peptidios e moléculas do soro, como os componentes do
sistema complemento (C3d, iCEd, C4BP, fator H e FHL-1) (Chaffin, 2008).

A aderéncia pode ser mediada pela expressédo dos 8
genes da familia ALS (ALS1-7 e ALS9), pertencentes a familia das
imunoglobulinas. Estas aglutininas interagem de forma especifica com as
moléculas do hospedeiro. Als1p, Als3p e Als5p medeiam a aderéncia a
colageno, fibronectina, laminina, células endoteliais e epiteliais. Als6p,
Als9p, Als4p e AlsS5p contribuem para a interagdo com colageno, laminina,
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endotélio e coagregagao célula-célula, respectivamente (Karkowska-
Kuleta et al., 2009). Além disso, estas adesinas agem em conjunto com
outras adesinas, em que Als1p e Eap1p medeiam a ligagdo célula-
substrato e Als3p e Hwp1p medeiam a ligacdo célula- célula (Finkel,
Mitchell, 2011). A adesina Als3p, expressa somente por hifas, apresenta
caracteristicas multifatoriais mediando a aderéncia as células endoteliais
e epiteliais bucais, gelatina, fibronectina, fibrinogénio, colageno tipo IV,
laminina e pelicula salivar. Esta adesina ainda € responsavel pela
formacgdo de biofilme e constitui importante invasina, pois se liga a N-
caderina e E-caderina na superficie das células epiteliais e endoteliais
promovendo a endocitose das hifas. Almeida et al. (2008) descreveram
outra funcédo da adesina Als3p na aquisicao de ferro a partir de estoques
intracelulares na forma de ferritina destacando seus multiplos atributos
como fator de viruléncia.

Green et al. (2006) avaliaram a expressao de genes ALS
por cepas isoladas de pacientes com HIV em modelo de candidose bucal
em ratos com hipossalivacdo mostrando que houveram diferencas no
perfil de expressao entre as aglutininas e para o tempo de infecgéo, onde
0 gene ALS2 foi expresso para todas as cepas e o inicio da infec¢ao foi
marcado pela expressdo do gene ALS7 seguida pelos outros genes da
familia das aglutininas, porém nao foi observada a expressao do gene
ALS7 para a infecgao em ratos.

Outra adesina importante expressa somente por hifas é a
Hwp1p que medeia aderéncia as células epiteliais bucais, induz reposta
de anticorpo salivar e sistémico e contribui para a formacao de biofilme
(Ramage et al., 2009; Naglik et al., 2011). A interacdo de Hwp1p com as
aglutininas Als1p e Alsp3p tem papel complementar na formagao do
biofilme in vitro e in vivo, 0 qual ocorre coagregacao das células pela
ligacdo Hwp1p- Als3p (Nobile et al., 2008).

As adesinas Eap1p e Csh1p medeiam a aderéncia a

objetos inanimados, onde a primeira contribui para a formagao de biofilme
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sobre substrato de poliestreno e a segunda € responsavel pela
hidrofobicidade da parede celular da levedura conferida por proteina
manosilada que medeia aderéncia as células do hospedeiro e superficies
inanimadas de forma inespecifica (de Souza et al., 2009; Klis et al., 2009;
Ramage et al., 2009).

Outras proteinas da superficie da célula codificadas pelos
genes HYR1, ECE1, IFF4, MP65, PHR1 e HGC1 também estado
relacionadas a aderéncia as células do hospedeiro, porém suas fungdes
exatas ainda ndo foram bem descritas (Wilson D et al., 2009; Naglik et al.,
2011; Finkel, Mitchell, 2011). Vitkov et al. (2002) levantaram a hipotese de
que a aderéncia as ceélulas do epitélio bucal também pode ser mediada
por fimbrias, as quais estdo integradas as adesinas. As fimbrias de C.
albicans sao compostas por 80-85% de carboidratos (D- manose) e 10-
15% de proteinas.

A aderéncia é o primeiro passo para a formacao do
biofilme, o qual constitui importante fator de viruléncia de C. albicans,
como demonstrado por Hasan et al. (2009) que mostraram que cepas
com maior capacidade de formacgao de biofilme foram mais virulentas em
candidose sistémica induzida em camundongos, visto por mortalidade
mais rapida (1-4 dias) que cepas com baixa formacao de biofilme (8-10
dias).

Apbs a aderéncia as células do hospedeiro, ocorrem
invasdo e dano decorrentes da mudanca morfolégica com formacao de
filamentos, embora leveduras possam ser encontradas em tecido com
lesdo (Jayatilake, 2011). A mudanga morfolégica confere habilidade de
gerar variantes permitindo uma melhor adaptagdo seletiva, como
capacidade de filamentar dentro do fagossomo e romper o macrofago e
adaptagao a novas condi¢gdes do ambiente, porém néo é capaz de matar
neutréfilo (Mishra et al., 2007; Seider et al., 2010). Além disso, a hifa age
como um aparato invasivo gerando forga fisica detectando sitios

adequados para invasdo como brechas e microporos em epitélio
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susceptivel por um processo chamado tigmotropismo, definido como um
mecanismo de orientagdo da hifa por contato fisico especialmente em
superficie solida e rigida (Jayatilake, 2011).

A filamentacdo € desencadeada pela expressao dos
genes EFG1, TEC1, SUV3, CPH1, NUP85, e UMEG6, o qual o gene EFG1
também age como fator de transcricdo para estes genes agindo na
ativacao e repressao (Ramage et al., 2009; Whiteway, Bachewich 2007).
Foi demonstrado que o gene TPK2 também participa da extensdo da
pseudohifa (Giacometti et al., 2011). O gene EED1 expresso somente por
C. albicans e C. dubliniensis, mostrou-se necessario para formar hifa e
manter esta morfologia impedindo que ocorra o processo reversivel de
transicao hifa- levedura. Este gene também age como regulador positivo
de ECE1, SOD5 e HYR1 (Martin et al., 2011). O transportador de sdédio
presente na membrana de C. albicans codificado pelo gene DUR31
também foi recentemente descrito mostrando ser importante para a
alcalinizagdo do meio extracelular que contribui para a autoindugdo de
formacao de hifas (Mayer et al., 2012a).

A filamentagdo leva a invasdo e consequentemente ao
dano, devido a pressao fisica exercida sobre as células e producédo de
enzimas histoliticas. Dentre as enzimas histoliticas, a mais conhecida é a
aspartil proteinase secretora expressa pelo multigene SAP que possui 10
membros, SAP17-8, liberadas no espaco extracelular e SAP9 e SAP10
ancoradas as proteinas GPI localizadas na membrana citoplasmatica e
membrana citoplasmatica e parede celular, respectivamente (Schaller et
al., 2005; Albrachet et al., 2006). Essas proteinas tém como fungao
degradar imunoglobulinas e componentes do complemento, clivar
transferrina  humana, a-1-antitripsina, a-2-microglobulina, auxiliar na
colonizagéo e penetragao nos tecidos do hospedeiro e evasao do sistema
imune (Mishra et al., 2007). Dalle et al. (2010) observaram que pepstatina

A, um inibidor de aspartil proteinase, reduziu a invasdo em células
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epiteliais bucais e enterdcitos, mostrando que as Saps podem estar
envolvidas na penetracdo ativa e indugao de endocitose.

Embora sejam semelhantes, as Saps apresentam
substratos diferentes e condicbes de expressao diferentes. Sap9p e
Sap10p sao constitutivamente expressas quebrando proteinas em
aminoacidos basicos e dibasicos sem exclusividade (Schaller et al., 2005;
Schild et al., 2011). Sap2p € expressa por C. albicans a 30-37 °C em meio
contendo proteinas como unica fonte de nitrogénio, degradam extrato
cérneo humano, colageno, laminina, fibronectina, mucina, proteinas de
defesa como lactoferrina salivar, a-2-microglobulina, enzimas da explosao
respiratéria de macrofagos e quase todas as imunoglobulinas incluindo
IgA secretora (Schaller et al., 2005). Sap1p e Sap3p sao requeridas para
a infeccdo na mucosa expressas somente por células opacas e Sap4p-6
para infeccao sistémica (Schaller et al., 2005; Albrachet et al., 2006). Os
transcritos de Sap8p sao mais expressos a 25 °C (Schaller et al., 2005).
Kuriyama et al. (2003) descreveram que cepas isoladas de lesdes de
candidoses foram mais proteoliticas que as cepas isoladas de individuos
saudaveis, porém nao houve diferengca proteolitica entre as cepas
isoladas de diferentes lesbes (candidose pseudomembranosa,
eritematosa crénicas e agudas e hiperplasica), destacando que as Saps
constituem importante fator de viruléncia para casos de candidose bucal,
sendo mais proteoliticas para cepas isoladas de lesdes.

A fosfolipase também é uma enzima histolitica localizada
intracelularmente nas pontas das hifas ou por toda a superficie da
levedura implicada na adeséao as células epiteliais, dano na membrana da
célula, penetracao, invasdo do epitélio bucal humano reconstituido, e
talvez interagdo com as vias de transducdo de sinal no hospedeiro
(Schaller et al., 2005; Mishra et al., 2007). Esta enzima é codificada por
quatro genes da mesma familia, PLA, PLB, PLC e PLD (Schaller et al.,
2005).
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Além das fosfolipases, existem as lipases e esterases que
hidrolisam ligagbes ester de mono, di e triacilgliceréis ou mesmo
fosfolipidios. A lipase hidrolisa substratos insoluveis e a esterase age em
substratos soluveis. Existem 10 genes para LIP responsaveis por codificar
estas enzimas (Schaller et al., 2005).

Uma manoproteina denominada fator hemolitico participa
da aquisicdo de ferro a partir de hemacias lisadas, permitindo o
crescimento em soro do hospedeiro (Mishra et al., 2007). Outras enzimas
com funcdo de fosfatase 4acida, trealose, glicoamilase, hialuronidase,
condroitin sulfatase e metalopeptidases, sdo manoproteinas cataliticas
que agem nos substratos do hospedeiro causando dano (Mishra et al.,
2007).

2.4 Interagao patdégeno- hospedeiro

A aderéncia de C. albicans as células epiteliais é o
primeiro passo critico para o processo de infeccdo (Zhu, Filler, 2010;
Naglik et al., 2011). As células epiteliais estdo em constante contato com
C. albicans e portanto constituem a primeira linha de defesa contra o
fungo (Naglik et al, 2011). Leveduras e hifas vivas e mortas podem
penetrar as células epiteliais bucais por endocitose através da interagao
de invasinas fungicas, Als3p e Ssalp, com proteinas da superficie
epitelial desencadeando o engolfamento para dentro da célula em um
mecanismo mediado por actina dependente somente da célula epitelial.
Ou pode ocorrer por penetracao ativa que requer a viabilidade da hifa que
invade entre ou através das células epiteliais vivas ou mortas por pressao
fisica e auxilio de invasinas, Als3p e Saps, dependendo somente do

fungo. A penetragdo ativa ocorre mais tardiamente e a endocitose é
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induzida no inicio da infecgéo, nas primeiras 4 h (Dalle et al., 2010; Naglik
et al., 2011).

ApoOs a invasao, leveduras e hifas sdo reconhecidas pelas
células epiteliais e as hifas induzem ativagdo completa das respostas
efetoras, uma vez que a forma filamentosa € reconhecida pelo hospedeiro
como patogénica (Moyes, Naglik, 2011; Gow, Hube, 2012). O
reconhecimento do fungo pelas células do hospedeiro, células epiteliais,
neutroéfilos, macrofagos, células dendriticas e células T, ocorre através do
reconhecimento de padrées moleculares associados a patdégenos
(Pathogene Associated Molecular Patterns- PAMPs) que sdo moléculas
de superficie como mananas, manoproteinas, -glucanas e quitina, por
receptores de reconhecimento padrdo (Pattern Recognition Receptors-
PRRs) do hospedeiro. A resposta imune epitelial € desencadeada pelo
reconhecimento da transigdo de levedura para hifa e aumento da carga
fungica. O reconhecimento das leveduras leva a ativacdo de NF-kB e
ativacao fraca, antecipada e transiente do fator de transcricdo c-Jun e das
vias MAPK (p38, ERK1, ERK2 e JNK) insuficiente para alcancar o limiar e
assim desencadear a sintese de citocinas. Quando ha alta carga de hifas
colonizando o epitélio, esta morfologia € reconhecida resultando em
continua ativagdo de NF-kB, forte ativagdo da resposta secundaria de
MAPK, ativando p38 e ERK1 e ERK2. A ativacado de p38 leva a ativacao
do fator de transcrigdo c-Fos, que em conjunto com os heterodimeros
p65/p50 de NF-kB, resultam em superexpressdao de citocinas e
mediadores inflamatérios. Ao mesmo tempo a ativagédo de ERK1 e ERK2
resulta na estabilizagdo da fosfatase MKP1, que se liga a p38 e JNK
desativando-os, agindo como parte da algca de feedback negativo para
prevenir o potencial deletério da super-reacao do sistema imune (Naglik et
al., 2011; Gow, Hube, 2012). A ativagao induz a produgao de citocinas (IL-
1a/B, IL-6, G-CSF e TNFa) e quimiocinas (RANTES, IL-8 e CCL20), além
de metaloproteases (remodelacéo do epitélio e das fung¢des da barreira) e

peptidios antimicrobianos, como LL-37 e B-defensinas. As [(B-defensinas
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sao peptidios antimicrobianos capazes de limitar o super crescimento e
colonizagdo de Candida, cuja expressao pode ser inibida pela formagao
da hifa por mecanismos ainda nao descritos (Lu et al., 2004). Sugere-se
que o farnesol possa diminuir a proliferagdo e induzir apoptose em células
epiteliais bucais (Alburquerque, Casadevall, 2012).

A ativagdo e dano nas células epiteliais e endoteliais &
mediada pela capacidade de filamentagdo associada com a captura de
nutrientes da célula hospedeira, como demonstrado por Citiulo et al.
(2012). A hifa invasora de C. albicans é capaz de adquirir zinco dentro da
célula endotelial através da secregdo de um "zincoréforo" codificado pelo
gene PRA1 que sequestra zinco da célula hospedeira e reassocia com a
parede da hifa via co-expressdao de um transportador de zinco, Zrt1
(Citiulo et al., 2012).

As citocinas e quimiocinas secretadas pelas células
epiteliais recrutam neutrdfilos, células dendriticas e células T. Os
neutrofilos reconhecem C. albicans através de seus receptores CR3 e Fcy
e moderadamente através de receptores Toll-like (TLR). Neutréfilos
fagocitam células opsonizadas, seguida de degranulagdo e morte e
também através dos recém-descobertos Neutrophils Extracelular Traps
(NETs) que sao formas especializadas de neutréfilos com fibras de
cromatina cobertas com serina proteases, proteinas antimicrobianas e
outros constituintes que capturam e matam C. albicans (Netea et al.,
2008; Moyes, Naglik, 2011). Por outro lado, C. albicans produz enzimas
como superéxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa
redutase, glutationa S- transferase e tioredoxina contra as espécies
reativas de oxigénio produzidas por neutrofilos (Wilson D et al., 2009).

Mayer et al. (2012b) identificaram e descreveram a fungéo
do gene para uma nova proteina de choque térmico pequena de C.
albicans nomeada HSP21. As proteinas de choque térmico (Hsps) agem
em condicbes de estresse celular como elevacdo da temperatura,

estresse oxidativo ou falta de nutrientes, os quais podem resultar em
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desnaturagcdo proteica e agregacdo nao especifica, levando a morte
celular. O estudo da cepa mutante hsp21A/A revelou sua importancia na
evasao do sistema imune, adaptagdo ao estresse térmico e oxidativo,
bem como patogenicidade. As cepas mutantes foram mais suscetiveis a
morte por neutréfilos, causaram menos danos as células epiteliais e
endoteliais in vitro e foram significativamente menos patogénicas para o
modelo de ovo embrionado de galinha e durante candidemia induzida em
camundongo.

Os macrofagos reconhecem C. albicans opsonizada e néo
opsonizada por seus receptores TLR2, TLR4 e dectina-1 resultando em
resposta inflamatéria como secrecéo de TNFa, producao de superoxido e
aumento da atividade fungicida (Filler, 2006). Gantner et al. (2005)
observaram que o macréfago sé se liga aos blastoconideos e tubos
germinativos, pois estas estruturas apresentam cicatriz de brotamento de
nascimento expondo B-glucana que é entao reconhecida pela dectina-1.
Esta ligacao resulta na producdo de TNFa, acido araquiddnico e aumento
da expressdo de COX2 (Filler, 2006). TNFa € liberado no sitio de
fagocitose estimulando a membrana a fazer fagocitose matando a célula
por processos oxidativos e nao- oxidativos (Netea et al., 2008).
Macréfagos tém dificuldade em destruir blastoconideos in vitro, pois estes
inibem a fusdo dos lisossomos aos fagossomos e também podem
produzir hifas que penetram na membrana da célula matando o fagdcito.
Além disso, o aumento da expressdo do gene SODS5 pelo fungo, que
codifica uma superéxido dismutase extracelular, contra-ataca a queima
oxidativa das células fagociticas sobrevivendo ao ataque de mondcitos,
macrofagos e neutrdfilos (Filler, 2006; Seider et al., 2010; Jacobsen et al.,
2012).

Luo et al. (2010) demonstraram que a proteina da parede
celular Hyr1p expressa em hifas de C. albicans mediou a resisténcia a
morte por neutréfilos humanos e neutréfilos e macréfagos derivados de

células de leucemia promielocitica humana (HL-60) in vitro, o qual se
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sugeriu que seja possivel que Hyr1p contribua para a resisténcia a morte
por fagdcitos prevenindo o contato com estas células ou interferindo nos
mecanismos de morte oxidativos ou ndo- oxidativos. Por ser expresso na
superficie das hifas e, entdo, exposto ao sistema imune, os autores
também avaliaram seu potencial como candidato a vacina. A vacinagao
com Hyr1p recombinante significativamente protegeu camundongos
contra candidose disseminada hematogenicamente e o tratamento com
anti-rHyr1p policlonal aumentou a atividade dos neutréfilos de
camundongos por agir diretamente neutralizando os efeitos in vitro de
rHyr1p.

Além dos mecanismos celulares inatos de defesa, o
hospedeiro também conta com a participagdo do sistema complemento
para destruir C. albicans. O micro-organismo pode ativar as trés vias do
sistema complemento: via alternativa, via classica e via da lectina,
culminando com a deposi¢cao do fragmento C3b e formagado do complexo
de ataque a membrana (MAC). Em contrapartida, Gropp et al. (2009)
relataram que Sap1p-3 degradaram os componentes C3b, C4b e C5,
inibiram as vias alternativas e classicas e consequentemente a formacéao
do MAC, reduziram a deposi¢ao de C3b e geracdo de C5a. Além disso,
também foi observado que a quebra do fragmento C3b ocorreu devido ao
recrutamento do fator H e fator | fixados a superficie de C. albicans.

A resposta imune especifica contra C. albicans comeca
com o reconhecimento do micro-organismo pelas células dendriticas
através dos receptores de manose (MR), DC-SIGN e dectina-1 que
reconhecem leveduras e dectina-2, CR3 e FcyRIl e FcyRIlIl que
reconhecem hifas, ou seja, promovendo uma resposta especifica de
acordo com a morfologia do fungo (Netea et al., 2008). Em adi¢ao, a
proteina manosilada (MP65), por exemplo, também pode ser capturada
pelas células dendriticas, processada e apresentada para o linfécito T
CD4 no linfonodo local iniciando a imunidade adaptativa, a qual leva a

formacao de linfocitos Th1, Th2 e Th17 e célula T supressora (Pietrella et
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al., 2010; Naglik et al., 2011). Linfécitos Th1 protegem contra infecgcéo
bucal e gastrointestinal secretando IFN-y e IL-2 que induzem a produgéo
de 6xido nitrico pelos macrofagos (Molero et al., 1998; Naglik et al., 2011).
Linfécitos Th17 secretam IL-17A, IL-17F e IL-22 que estdo associadas a
defesa da mucosa contra candidose bucal. IL-17A e IL-17F agem sobre
células epiteliais e neutrdfilos induzindo a produgdo de peptidios
antimicrobianos, metaloproteases e outros mediadores inflamatérios e
também podem aumentar ou diminuir a carga de C. albicans através de
varias vias e direcionar a resposta por IgA que inibe a aderéncia de C.
albicans as células epiteliais, fazendo uma ponte entre as respostas
adaptativas e inatas. IL-22 tem efeito similar a IL-17 sobre células
epiteliais, mas também pode controlar o crescimento de leveduras e a
integridade da camada epitelial durante a infecgdo (Naglik et al., 2011;
Moyes, Naglik, 2011).

2.5 Modelos experimentais de candidose

Para compreensdo da etiopatologia da candidose,
controle da doenga, desenvolvimento de novos antifungicos e
diagndsticos sao requeridos estudos de interagao patdégeno - hospedeiro
em modelos experimentais in vivo.

O modelo experimental mais simples é o epitélio bucal
humano reconstituido (Reconstitued Human Oral Epithelium- RHE)
formado por células em multicamada que simulam o que acontece no
epitélio de modelos mais complexos por reter certo grau de defesa inata
pelas células epiteliais. As multicamadas sdo formadas sobre membrana
de policarbonato (Jayatilake et al., 2010). Zakikhany et al. (2007)
utilizaram o modelo RHE para estudar o comportamento de cepas

mutantes de C. albicans durante o curso da infeccdo analisado por
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meétodos histologicos, microscopicos, celular e molecular, relatando que
houve formacdo de hifa e subsequente aderéncia ao epitélio nas
primeiras 3 h. A invasao ocorreu nas proximas 12 h levando ao moderado
dano tecidual e em 24 h foi observada destruicdo severa dos tecidos. Os
autores também observaram que o gene EED1 ainda desconhecido foi
superregulado na infecgdo em RHE, o qual foi essencial para a
manutengao da extensao da hifa.

O uso de modelo mamifero, em particular camundongo, é
considerado padrdo ouro para o estudo da interagdo patdégeno-
hospedeiro (Jacobsen et al., 2011). Este animal apresenta como
vantagens baixo custo, sistema imune mais semelhante ao do ser
humano, €& facilmente obtido em grande numero, disponibilidade,
existéncia de linhagens geneticamente modificadas, ndo possui Candida
spp. como constituinte da microbiota bucal e resposta imune secundaria
contra este organismo (Samaranayake YH, Samaranayake LP, 2001;
Naglik et al., 2008). Concomitantemente, o rato também é um modelo util
para o estudo de candidose bucal experimental, apesar de poder
apresentar leveduras do género Candida na cavidade bucal (Naglik et al.,
2008). Porém para o estabelecimento de infecgao persistente deve-se
interferir na fisiologia dos animais provocando mudangas na ecologia da
cavidade bucal com o uso de antibiéticos e inducdo de sialoadenectomia
para ratos e inducdo de imunossupressao para camundongos (Totti et al.,
2004; Green et al., 2006; Junqueira et al., 2009; Costa et al., 2013b).

Takakura et al. (2003) desenvolveram um modelo de
candidose bucal experimental através da indugao de imunossupressao e
administracao de tetraciclina que inspirou diversos trabalhos com o intuito
de estudar o processo da doencga e testar novas terapias (Kamagata-
Kiyoura et al., 2004; Takakura et al., 2004; Ishibashi et al., 2007; Hisajima
et al., 2008; Yanagi et al., 2008; Taguchi et al., 2010; Costa et al., 2012a;
Hayama et al., 2012). Costa et al. (2012a) utilizaram o modelo proposto

por Takakura et al. (2003) para avaliar a acdo da terapia fotodinadmica
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mediada por eritrosina e LED verde sobre a candidose bucal, obtendo
reducdo da viabilidade das células e auséncia de efeitos adversos sobre
os tecidos. O modelo foi util para analises de viabilidade das leveduras,
analise macroscopica e histologica e microscopia eletrbnica de varredura
(MEV).

Hayama et al. (2012) utilizaram o mesmo modelo para
avaliar a combinagcao do composto RC21v3, inibidor da bomba de efluxo
Cdr1p, com fluconazol e itraconazol para tratamento de candidose bucal
causada por cepa de C. albicans resistente aos azois, demonstrando que
houve efeito sinérgico entre o inibidor e os antifungicos levando a redugéo
das lesbes macroscopicas e viabilidade das células.

A necessidade de estudar a patogenicidade de infecgbes
fungicas e testar novos compostos antifungicos tem despertado o
interesse por modelos de hospedeiros invertebrados, pois estes nédo
necessitam de aprovagao ética, sao relativamente simples e baratos,
podem ser usados em grande escala e apresentam correlagéo entre os
fatores de viruléncia requeridos para causar doenga em camundongos e
matar Galleria mellonella, por exemplo, formando uma ponte entre
estudos in vitro e em mamiferos (Mylonakis, 2008).

Borghi et al. (2014) avaliaram o potencial patogénico de
cepas de C. albicans produtoras e nao produtoras de biofilme no modelo
invertebrado G. mellonella no estagio larval. Foi observado que a
sobrevivéncia da larva foi dependente do numero de células fungicas
injetadas, sendo a concentragdo de 10° unidades formadoras de col6nias
(UFC)/ larva o resultado mais significativo. O grupo infectado por cepas
produtoras de biofiilme apresentaram significativa reducdo de
sobrevivéncia. Os autores confirmaram que o modelo de infeccédo em G.
mellonella mostrou-se uma ferramenta util para analise da patogenicidade
de cepas de C. albicans clinicamente isoladas com diferentes habilidades

de formacao de biofilme.
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Caenorhabiditis elegans ¢ um verme de vida livre que
apresenta vantagens para o screening de novos compostos
antimicrobianos e simultanea avaliacéo de toxicidade (Okoli et al., 2009;
Desalermos et al., 2012). Okoli et al. (2009) verificaram a sobrevivéncia
de C. elegans infectado por C. albicans frente a 3228 compostos, dos
quais 19 destes conferiram aumento da sobrevivéncia de C. elegans. Este
teste também possibilitou a avaliagdo da toxicidade de diferentes
concentragdes dos compostos.

O uso de G. mellonella apresenta como vantagens em
relacdo ao C. elegans a indugao de candidose usando concentragao de
inoculo conhecida, pois para G. mellonella o inoculo € injetado e para C.
elegans ele deve ser ingerido, incubagéo de 25-37 °C e facil manutencgao
em qualquer laboratorio (Fuchs et al., 2010; Desalermo et al., 2012).

G. mellonella apresenta algumas desvantagens, pois em
camundongo a infecgcdo sistémica leva a rapida indugdo de varias
citocinas, infiltragao neutrofilica nos 6rgaos afetados e finalmente choque
séptico progressivo. Esta imunopatologia € a principal diferenga entre
modelos murinos e insetos, visto que os modelos de insetos produzem
resposta imune defensiva a infecgao por C. albicans baseadas em células
fagociticas e superregulagdo de peptidios antimicrobianos, mas nao
desenvolvem choque séptico (Jacobsen et al.,, 2011). Uma maneira
possivel de fazer uma ponte entre o hospedeiro invertebrado e mamifero
€ usar ovo embrionado de galinha como uma alternativa de modelo de
infeccdo (Jacobsen et al., 2010). A diferenga primordial entre o modelo
mamifero e o ovo embrionado de galinha é que o primeiro é
imunocompetente e o ovo pode ser considerado imunocomprometido,
devido a incompleta maturagao do sistema imune (Jacobsen et al., 2010,
2011).

A inoculagdo de micro-organismos no ovo embrionado de
galinha é normalmente feita na membrana cério-alantéide (MCA) formada

por uma estrutura multicelular com as trés camadas embrionarias:



47

ectoderma, mesoderma e endoderma (Jayatilake et al., 2010). Apds a
fertilizacdo do ovo de galinha, os capilares aparecem dentro de 48 h e
entdo ocorre o rapido crescimento do saco vitelinico nos proximos 6 - 8
dias. A MCA desenvolve-se nos primeiros 11 dias, representando a
primeira metade do periodo de 21 dias do ovo de gestagéo, substituindo o
saco vitelinico na realizacdo das fungdes excretoras e respiratorias. Até
10 dias, o suprimento de oxigénio é feito quase que exclusivamente via
MCA. As proteinas de coagulacdao do sangue, fibrinogénio e protrombina
nao aparecem até 12 ou 13 dias, moléculas do complemento e linfécitos
verdadeiros ndo aparecem até o dia 17 e resposta de células T néao
ocorrem até o dia 20. A resposta inflamatéria da MCA é limitada aos
pseudoeosindfilos. Nao existem células equivalentes ao macrofago
humano ou linfécito ou anticorpos na MCA. Os ovos fertilizados com 7-10
dias sao utilizados para os testes de patogenicidade, sendo que nesta
fase apresentam sistema imune imaturo (Gow et al., 2003).

Gow et al. (2003) utilizaram o modelo de ovo embrionado
de galinha para analisar a expressao de genes e patogenicidade. Os ovos
foram inoculados com suspenséao de C. albicans sobre MCA e também foi
colocado um disco embebido com a suspenséao. Para a cepa selvagem foi
observada formagao de tubo germinativo e leveduras apdés 2 h de
inoculagdo na camada externa da MCA. As hifas penetraram a MCA e
também os vasos sanguineos, mas nao foram encontradas no embrido.
Os embrides morreram apos 12-24 h quando inoculados com suspensoes
de 105 a 108 células/mL. Cem por cento dos ovos inoculados com 10°
células/ mL de cepas mutantes efg1A/cph1A sobreviveram apos 24 h,
enquanto que aqueles infectados com a cepa selvagem apresentaram
taxa de sobrevivéncia de 50%. Os ovos infectados com cepas mutantes
Unicas para SAP7-3 e mutantes triplos para SAP71-3 e SAP4-6 na
concentragdo de 107 células por ovo ndo apresentaram redugéo da taxa
de mortalidade. Foi observada expressao dos genes SAP1, SAP2, SAP4

e SAP8, porém a expressdo destes genes nao foi decisiva para a
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patogénese da cepa, ou seja, o0 modelo ndo foi afetado. O modelo
demonstrou ser util para ser usado anteriormente aos testes de viruléncia
em modelo murino ou como modelo alternativo.

O modelo de ovo embrionado de galinha também foi
utilizado por Jacobsen et al. (2010) para avaliacdo de cepas de
Aspergillus fumigatus inoculados na MCA e intraperitoneal. Os ovos foram
utilizados no tempo de desenvolvimento de 10 dias, pois sdo mais
tolerantes a manipulagéo da casca. A dose de inoculo de conideos de 10*
a 10’/ ovo foram 100% letais dentro de 2 a 4 dias. Na membrana foi
observado micélio a partir do dia 2 e esporulacédo a partir dos dias 4 € 6
de infecgao, também foram observadas alteragcées nos vasos sanguineos.
O acumulo de resposta imune local nos embrides nos estagios tardios do
desenvolvimento coincidiu com a reducdo da mortalidade apdés infecgao
com A. fumigatus. Os autores ressaltaram que a inoculagcdo na MCA
apresenta vantagens como: caracteristica translucida consistindo em duas
camadas epiteliais separadas por tecido conectivo frouxo, alta
vascularizagado para mediar o transporte de oxigénio da albumina e saco
vitelinico para o embrido e trocas gasosas durante os dois ultimos tergos
de desenvolvimento, possibilidade de aplicagdo asséptica da solugao e
manipulacdo bem tolerada pelo embrido.

O mesmo grupo avaliou a patogenicidade de 15 cepas
mutantes de C. albicans em ovo embrionado de galinha inoculadas na
MCA, mostrando que 10 destas cepas apresentaram viruléncia atenuada
para o modelo e induziram menos citocinas inflamatérias que a cepa
selvagem. A dose letalioo (LD) para a cepa selvagem de C. albicans
SC5314 foi de 107 células/mL e a LDso foi de 10° células/mL. Foi
observada correlagao para a idade na infecgdo e sobrevivéncia, sendo
que a infeccdo no ovo de 8 dias de desenvolvimento levou a rapida
mortalidade em relagédo ha 10 dias e resisténcia a infecgdo com 12 dias.
Apos a invasdao da MCA houve forte producdo de citocinas pro-

inflamatdrias e invasdo dos vasos sanguineos, porém a disseminagao
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para os orgaos internos foi rara, sugerindo que a imunopatologia seja
responsavel pela patogénese. O padrdo de produgdo de citocinas foi
semelhante ao modelo murino, exceto pelo efeito de IL-10 que apresentou
efeito protetor no modelo de ovo embrionado. Além disso, foi observada
presenga de granuloma nas lesbes, enquanto que no modelo murino a
infeccdo por Candida leva a formacao de abscessos, pois em aves a
infeccdo € combatida por heterdfilos (homélogo de neutréfilos nas aves)
que sao cercados por células epitelidides e fibroblastos, ao invés da
infiltracdo de neutrofilos como ocorre para os mamiferos. Este modelo
mostrou ser util para o screening de viruléncia de cepas mutantes de C.
albicans (Jacobsen et al., 2011).

C. albicans possui 6524 genes dos quais
aproximadamente 73% s&o genes com fungdo desconhecida que
despertam o interesse para o estudo destes genes em modelos de
biofiimes e modelos de infecgdo para analise extensiva de suas funcdes a
fim de tentar esclarecer os mecanismos de interacdo patoégeno-

hospedeiro que governam o comportamento deste patégeno humano.



3 PROPOSICAO

Os objetivos deste trabalho foram:

a)

b)

d)

analisar a funcdo de 34 genes de C. albicans
com funcido desconhecida quanto a formacéao
de biofilme;

selecionar 9 cepas mutantes que apresentaram
fendtipo alterado para formacgao de biofilmes e
construir as cepas complementadas para estes
genes;

avaliar as cepas mutantes e complementadas
na presenga de agentes estressantes,
crescimento sob limitacdo de nutrientes,
ensaios de filamentagdo e interacdo com
células epiteliais;

selecionar de acordo com os resultados
obtidos, uma cepa mutante para analise de

gene/proteina correspondente.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Construcao das cepas mutantes de Candida albicans

A cepa parental e as cepas mutantes foram cedidas pelo
Prof. Dr. Bernhard Hube chefe do Departamento de Mecanismos de
Patogenicidade Microbiana do Hans-Kndll-Institute (HKI) associado a
Friedrich-Schiller-University (FSU), em Jena, Alemanha.

Mutantes homozigotos nulos foram gerados usando a
técnica de rompimento do gene baseado na reacdo em cadeia da
polimerase (Polymerase chain reaction - PCR) (Gola et al., 2003).
Inicialmente foi utilizada a cepa parental BWP17 auxotréfica para
Arginina, Histidina e Uridina (Wilson RB et al., 1999). A completa
sequéncia de leitura aberta (Open reading frame - ORFs) de ambos os
alelos dos genes de interesse foram substituidos pelos cassetes ARG4 e
HIS1 flanqueados por areas de preservagao permanente de 100 pares de
bases homodlogas a regido do alvo. Duas transformacbes sequenciais
usando o método modificado de acetato de litio foram realizadas para
ambos os cassetes gerados por PCR (Walther, Wendland, 2003) (Figura
1). As cepas mutantes de C. albicans construidas e cedidas pelo Prof. Dr.
Bernhard Hube e as cepas construidas neste estudo estdo listadas no
Quadro 1.
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Figura 1- Esquema de construgdo das cepas mutantes. 1° passo: constru¢do do cassete
ARG4 flanqueado por areas de preservagdo permanente de 100 pares de bases
homologas a regido alvo e transformacédo na cepa parental BWP17 auxotréfica para os
genes ARGH4, HIS1 e URA3 gerando o mutante heterozigoto. 2° passo: construgcdo do
cassete HIS1 e transformacdo na cepa mutante heterozigota gerando a cepa mutante
homozigota auxotréfica para o gene URA3. 3° passo: transformacédo da cepa mutante
homozigota auxotréfica para o gene URA3 com o plasmidio Clp10 gerando a cepa
mutante homozigota prototréfica para o gene URAS.
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Quadro 1- Cepas de C. albicans usadas no estudo. Cepas selvagem,
parental e mutantes construidas e cedidas pelo Prof. Dr. Bernhard Hube e
as cepas complementadas construidas neste estudo

(continua)
|dentificagao Genétipos Referéncias
das cepas
SC5314 Cepa selvagem de C. albicans Gillium et al.
(1984)

BWP17 + ura3:: \imm434/ura3 :: \imm434 Zakikhany et

Clp30 arg4::hisG/arg4::hisG his1::hisG/his1::hisG + Clp30 |al. (2007)

M1552 "orf19.1150A::ARG4/0rf19.1150A::HIS1 + Clp10 Este estudo
(URA3)

M1490 orf19. 2204A::ARG4/0rf19. 2204A::HIS1 + Clp10 Este estudo
(URA3)

M1405 0rf19.2959.1A::ARG4 /0rf19.2959.1A::HIS1 + Clp10 [Este estudo
(URA3)

M1554 0rf19.3908A::ARG4/0rf19.3908A::HIS1 + Clp10 Este estudo

(mrv84A/A) (URA3)

M1555 0rf19.4691A::ARG4/0rf19.4691A::HIS1 + Clp10 Este estudo

(mrv14/4) (URA3)

M1486 orf19. 4970A::ARG4/0rf19. 4970A::HIS1 + Clp10 Este estudo
(URA3)

M1556 0rf19.5417A::ARG4/0rf19.5417A::HIS1 + Clp10 Este estudo

(dotbA/A) (URA3)

M1532 0rf19.5443A::ARG4/0rf19.5443A::HIS1 + Clp10 Este estudo

(bna44/4) (URA3)

M1558 orf19.5848A::ARG4/0rf19.5848A::HIS1 + Clp10 Este estudo
(URA3)

M1535 0rf19.5857A::ARG4/0rf19.5857A::HIS1 + Clp10 Este estudo
(URA3)

M1493 orf19. 6492A::ARG4/0rf19.6492A::HIS1 + Clp10 Este estudo
(URA3)

M1544 0rf19.6501A::ARG4/0rf19.6501A::HIS1 + Clp10 Este estudo
(URA3)

M1408 0rf19.6656A::ARG4 /orf19.6656A::HIS1 + Clp10 Mayer et al.

(dur31A4) (URA3) (2012a)

M1557 0rf19.6847A::ARG4/0rf19.6847A::HIS1 + Clp10 Este estudo
(URA3)

M1496 orf19.7170A::ARG4/0rf19.7170A::HIS1 + Clp10 Este estudo
(URA3)

M1393 0rf19.7670A::ARG4 /orf19.7670A::HIS1 + Clp10 Este estudo
(URA3)

M1402 0rf19.822A::ARG4 /orf19.822A::HIS1 + Clp10 Mayer et al.

(hsp214/4)  |(URAS3) (2012b)

M1620 0rf19.823A::ARG4/0rf19.823A::HIS1 + Clp10 (URA3) [Este estudo

M1378 0rf19.988A::HIS1 /orf19.988A::ARG4 + Clp10(URA3) Este estudo
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Quadro 1- Cepas de C. albicans usadas no estudo. Cepas selvagem,
parental e mutantes construidas e cedidas pelo Prof. Dr. Bernhard Hube e
as cepas complementadas construidas neste estudo

(concluséo)

das cepas

Identificagao

Gendétipos

Referéncias|

M1541

0rf19.8468A::ARG4/0rf19.8468A::HIS1 + Clp10

Este estudo

(pga164/4) (URA3)

M1561 0rf19.6534A::ARG/orf19.6534A::HIS + Clp10 (URA3) Este estudo

M1562 0rf19.6688A::ARG/orf19.6688A::HIS + Clp10 (URA3) Este estudo

M1374 0rf19.1964A::HIS1 /orf19.1964A::ARG4 + Clp10 Este estudo
(URA3)

M1479 0rf19.3737A::HIS1/0rf19.3737A::ARG4+Clp10 Este estudo
(URA3)

M1481 0rf19.3617A::HIS1/0rf19.3617A::ARG4 +Clp10 Este estudo

(gtr14/4) (URA3)

M1478 0rf19.2515A::HIS1/0rf19.2515A::ARG4+ Clp10 Este estudo
(URA3)

M1382 0rf19.1353A::ARG4 /orf19.1353A::HIS1 + Clp10 Este estudo
(URA3)

M1386 orf19.6200A::ARG4 /orf19.6200A::HIS1 + Clp10 Este estudo
(URA3)

M1482 0rf19.2724A::HIS1/0rf19.2724A::ARG4+ Clp10 Este estudo
(URA3)

M1377 0rf19.4518A::HIS /0rf19.4518A::ARG4 + Clp10 Este estudo
(URA3)

M1389 0rf19.7504A::ARG4 /orf19.7504A::HIS1 + Clp10 Este estudo
(URA3)

M1601 0rf19.6784A::ARG/0rf19.6784A::HIS + Clp10 (URA3) [Este estudo

(pga324/4)

M1480 0rf19.5514A::HIS1/0rf19.5514A::ARG4 + Clp10 Este estudo
(URA3)

M1627 [orf19.3375/0rf19.3376/0rf19.3378]A::HIS / Este estudo
[orf19.3375/0rf19.3376/0rf19.3378] A::ARG +Clp10
(URA3)

M2139 0rf19.6847A::ARG4/0rf19.6847A::HIS1 + Clp10 Este estudo
(ORF19.6847, URA3)

M2137 orf19.3908A::ARG4/0rf19.3908A::HIS1 + Clp10 Este estudo
(ORF19.3908, URA3)

M2141 0rf19.823A::ARG4/0rf19.823A::HIS1 + Clp10 Este estudo
(ORF19.823, URA3)

M2144 0rf19.7170A::ARG4/0rf19.7170A::HIS1 + Clp10 Este estudo

(ORF19.7170, URAS3)

++0ORF: Open reading frame (sequiéncia de leitura aberta)
Abreviagbes: Mrv8 (MaRVel domain), Mrv1 (MaRVel domain), Dot5 (Disruptor of Telomeric
Silencing), Bna4 (Biosynthesis of Nicotinic Acid), Dur31 (Degradation of URea), Hsp21 (small Heat
Shock Protein), Pga16 (Predicted Gpi-Anchored), Grt1 (GTP binding protein Resembrance), Pga32
(Predicted Gpi-Anchored)
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As cepas foram mantidas em caldo Yeast Peptone
Dextrose (YPD - Himedia) suplementado com 20% de glicerol em
microtubos e armazenadas em freezer a -70 °C.

O projeto foi realizado em colaboragdo com o grupo do
Prof. Dr. Bernhard Hube, chefe do Departamento de Mecanismos de
Patogenicidade Microbiana, do Instituto Hans Knoell (HKI), em Jena,
Alemanha. Durante todo o ano de 2013 fiz doutorado sanduiche no
laboratério do Prof. Hube. O fluxograma dos experimentos realizados
durante o doutorado no Brasil e doutorado sanduiche na Alemanha estédo

apresentados na Figura 2.

2012 34 cepas mutantes de C. 2013
albicanspara genes .
Biofilme- com fungéo Construgéo das cepas
screening desconhecida 2l e

Efeitos do etanol, farnesol e

Células viaveis (UFC/ mL) zinco em biofilme

Crescimento sob limitagdo de

Atividade metabolica-XTT nutrientes e agentes estressantes
Ensaio de filamentagdo

Células dispersas (UFC/ mL) Ensaios de biofilme

Curva de crescimento

Determinacédode biomassa(m
= (mg) Testes antifiUngicos em células

planctonicas e biofilmes

2014 Quantificagéo de
quitina em biofilme
Microscopia eletronica de
varredura(MEV) Extracdo e quantificacdo
de p-1,3 glucana
Crescimento sob limitagao Ensaio de aderéncia, invasao e dano
de agentes estressantes
i . Patogenicidade em ovo
Ensaio de filamentagao embrionado de galinha

qPCR: biofilme gPCR: interagdo com células epiteliais

Figura 2- Fluxograma dos experimentos realizados durante o doutorado no Brasil e
doutorado sanduiche na Alemanha. Em 2012, o Prof. Dr. Bernhard Hube enviou 34
cepas mutantes de C. albicans para genes com fungdo desconhecida para o screening
em biofilme no ICT/UNESP- Brasil. Apés o screening, foram selecionadas 9 cepas
mutantes que apresentaram fendtipo alterado. Em 2013, no doutorado sanduiche no
HKI- Alemanha, foram construidas as cepas complementadas e a seguir foram feitas as
analises extensivas dos genes de interesse quanto a formagdo de biofilme,
caracteristicas biologicas e interagdo patégeno hospedeiro. Em 2014, no ICT/UNESP-
Brasil, foram feitos outros testes complementadas a fim de descrever as fungdes dos
genes de interesse.
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4.2 Desenvolvimento do biofilme

A cepa parental de C. albicans BWP17 contendo o
plasmidio Clp30 foi usada como controle em todos os experimentos.

Para crescimento do biofilme foi utilizada a metodologia
descrita por Seneviratne et al. (2009) com modificagdes. Cultura das
cepas de C. albicans de 24 h a 37 °C em agar Sabouraud dextrose
(Himedia) foram semeadas em meio Yeast Nitrogen Base (YNB -
Himedia) suplementado com glicose na concentragdo de 50 mM. Apds o
periodo de incubagdao de 18 a 20 h a 37 °C, as leveduras foram
centrifugadas a 358 xg por 10 min, lavadas duas vezes com salina
tampao fosfato (PBS, pH 7,4), ressuspendidas em YNB suplementado
com 100 mM de glicose e padronizadas na concentragdo de 107
células/mL em espectrofotometro (AJX-1900, Micronal) utilizando
comprimento de onda de 530 nm e densidade éptica (DO) de 0,381.

O biofilme foi formado no fundo do poco de placas de
poliestireno de microtitulacdo de 96 pocos de fundo plano (TPP). Foi
adicionado 250 uL das suspensdes previamente padronizadas nos pogos
e a placa foi incubada em agitagcao de 75 rpm (Quimis) a 37 °C/ 1,5 h para
fase inicial de aderéncia. Decorrido este periodo, os pocos foram lavados
com 250 uL de PBS, para a remoc¢ao das células ndo aderidas. A seguir,
foi adicionado 250 uL de YNB acrescido de 100 mM de glicose e a placa
incubada a 37 °C/48 h em agitagdo de 75 rpm. O caldo foi trocado a cada
24 h. Os biofilmes foram avaliados quanto a viabilidade das células
(UFC/mL), atividade metabdlica (ensaio colorimétrico- 2,3-bis(2-metoxi-4-
nitro-5-sulfofnil)-2H-tetrazodlio-5-carboxanilida, sal soédico (XTT)) e
quantificacdo de células dispersas do biofilme em diferentes intervalos de
tempo (1,5, 4, 12, 24 e 48 h). No intervalo de tempo de 1,5 h foram
realizadas todas as anadlises acima, exceto quantificagdo de células
dispersas do biofilme.
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4.2.1 Quantificagao de células viaveis

Os biofilmes de diferentes tempos de desenvolvimento
foram lavados com 250 yL de PBS. A seguir, foi adicionado 250 pL de
PBS e os biofilmes foram rompidos por homogeneizagdo dos pogos por
30 s em homogeneizador ultrassonico (Sonics Vibra Cell) com
amplificagdo de 25%. Foram feitas diluicbes seriadas das solugdes dos
pocos contendo as células do biofilme em suspensio e aliquotas de 0,1
mL de cada diluigdo foram semeadas em placas de agar Sabouraud
dextrose e incubadas a 37 °C/48 h. Apds o periodo de incubagao, foram
determinadas as UFC/mL e os valores transformados em logaritmo. Este
teste foi realizado em triplicata para cada cepa em duas ocasides

diferentes.

4.2.2 Atividade metabdlica (XTT)

O ensaio colorimétrico com XTT foi realizado de acordo
com o protocolo descrito por Jin et al. (2003). Resumidamente, XTT
(Aldrich Chemical Co.) foi dissolvido em PBS na concentragao final de 1
mg/mL. A solugéo foi esterilizada por filtragdo em membrana com poros
de didmetro de 0,22 uym (TPP) e estocada a -70 °C. Solugdo de
menadiona (0,4 mM) (Aldrich Chemical Co.) foi preparada e filtrada
imediatamente antes dos ensaios. Antes dos ensaios, a solugdo de XTT
foi descongelada e misturada a solugdo de menadiona na proporgéo de
20:1.

Os biofilmes foram lavados duas vezes com 250 uyL de
PBS. Entdo, 197,5 yL de PBS, 50 uL de XTT e 2,5 yL de menadiona
foram adicionados a cada poco pré-lavado. Apds o periodo de incubacao

no escuro a 37 °C/ 3 h, 100 pyL da solugao foi transferida para um novo
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poco € a mudanga colorimétrica foi medida usando um leitor de
microplaca (Thermo Plate) a 492 nm. Este teste foi realizado em triplicata

para cada cepa em duas ocasides diferentes.

4.2.3 Quantificagdo de células desprendidas do biofilme

Apos os diferentes periodos de desenvolvimento do
biofilme, a placa foi agitada em agitador orbital (Solab) por 5 min. Foram
feitas diluicdes seriadas do sobrenadante dos pogos e aliquotas de 0,1
mL de cada diluigdo foram semeadas em placas de agar Sabouraud
dextrose e incubadas a 37 °C/48 h. Apds o periodo de incubacgao, foram
determinadas as UFC/mL e os valores transformados em logaritmo. Este
teste foi realizado em ftriplicata para cada cepa em duas ocasioes

diferentes.

4.3 Analise da biomassa (peso seco)

A metodologia para formacao de biofilme foi baseada no
estudo de Nobile e Mitchell (2005) e Junqueira et al. (2011). Os biofilmes
foram formados sobre discos de poliestireno de aproximadamente 8 x 2
mm de didmetro. Foram utilizados 3 corpos de prova para cada cepa a ser
testada e o teste foi realizado em duas ocasides diferentes. Os corpos de
prova foram pesados individualmente em balanga analitica digital e
esterilizados por radiagdo gama a 20 kGy (Cobalto 60) por 6 h. Os corpos
de prova foram pré-tratados com soro fetal bovino (SFB) (Aldrich
Chemical Co.). Para isso, os corpos de prova foram colocados em placas
de 24 pocos contendo 2 mL de SFB e incubados a 37 °C/24 h em

agitacado de 75 rpm. Apds periodo de incubagao dos corpos de prova em
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SFB nas placas de 24 pocgos, o soro foi aspirado e os corpos de prova
foram lavados com 2 mL de PBS.

As cepas foram cultivadas em caldo YPD (Himedia) a
37 °C/24 h. A seguir, foram preparadas suspensdes padronizadas de
cada cepa em Spider medium (caldo nutriente a 1%, D-manitol a 1% e
fosfato de potassio dibasico a 0,4%, pH 7,2), ou YNB (Himedia)
suplementado com 100 mM de glicose ou meio RPMI-1640 (Invitrogen)
com L-glutamina sem bicarbonato de sédio tamponado com MOPS a
0,165 M, pH 7,0 por meio de espectrofotdbmetro com comprimento de
onda de 600 nm e densidade o6ptica de 0,5.

Nos discos pré- incubados em SFB foram adicionados 2
mL da suspensdo padronizada de C. albicans em cada pogo da placa. As
placas foram incubadas a 37 °C/ 1,5 h em agitacdo de 75 rpm para
aderéncia dos micro-organismos aos corpos de prova. Posteriormente a
incubacéao, os corpos de prova foram transferidos para pogos contendo 2
mL de PBS para remocgado das leveduras nao aderidas. A seguir, os
corpos de prova foram colocados em pogos contendo 2 mL de Spider
medium, ou YNB com 100 mM de glicose ou RPMI-MOPS e foram
incubados a 37 °C/48 ou 60 h, em agitacao de 75 rpm, para formacao do
biofilme.

Decorrido o tempo de incubacdo, os corpos de prova
foram transferidos para pogos vazios e deixados em temperatura
ambiente por 48 h para secagem dos mesmos. Entdo, os corpos de prova
foram pesados novamente e a avaliagdo quantitativa do peso seco do
biofilme foi realizada pela subtracdo do peso do corpo de prova inicial do
seu peso final. Os biofiimes também foram fotografados para analise

visual.
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4.4 Construgao das cepas complementadas de Candida albicans

As 34 cepas mutantes de C. albicans cedidas pelo Prof.
Dr. Bernhard Hube foram analisadas nos ensaios de biofilme. Foram
selecionados os mutantes que mostraram fendtipo alterado significativo
para os biofilmes e os genes deletados nestas cepas selecionadas foram
0s genes de interesse.

As ORFs dos genes de interesse foram amplificadas a
partir das posi¢cdes de no minimo -180 a +120 pares de bases do DNA
gendmico de C. albicans SC5314 com o kit PhusionTM High- Fidelity DNA
Polymerase (Finnzymes). A seguir, os produtos das reagbes de PCR
foram purificados com o kit QIAquick® PCR Purification (Qiagen) e
clonados dentro do vetor Pcr2.1TOPO. Apds digestdo dos plasmidios
resultantes com as enzimas de restricdo Sall/Mlul, os insertos foram
extraidos em gel usando o kit QIAquick® Gel Extraction (Qiagen),
purificados, digeridos com a enzima de restricdo Pstl para destruicdo de
qualquer vestigio de vetor pCR®2.1-TOPO, purificados novamente, e,
entao, subclonados dentro do plasmidio Clp10. Para isto, 0,17 pg/uL do
plasmidio CIp10 foi digerido também com Sall/Miul e a enzima de
restricdo foi entdo inativada por aquecimento a 65 °C/20 min. Clp10 foi
defosforilado com fosfatase alcalina intestinal de bezerro (New England
BioLabs) e extraido em gel. O inserto e o vetor Clp10 foram entao ligados
por 30 min a 25 °C usando o kit Quick ligation (New England Biolabs).
Cinco pL do produto de ligacédo foi usado para a transformacgédo de
Escherichia coli DH5a e os clones positivos foram selecionados em
placas de agar LB suplementadas com 50 pg/mL de ampicilina. O
plasmidio Clp10 carregando o gene foi re-isolado usando o kit midipred
(Qiagen) e confirmado por digestdes controles. O plasmidio final foi entdo
digerido com Ncol ou Stul antes da transformagéo dentro da cepa de C.

albicans auxotrofica para uridina. Os controles positivos foram
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selecionados em placas de agar SD (2% de glicose, 0,17% de YNB, 0,5%
de sulfato de aménio, 2% de agar) sem aminoacidos. A integragao correta
foi verificada por PCR. Os primers usados neste estudo estdo
apresentados no Quadro 2. Os mapas dos plasmidios utilizados para

construgcéo das cepas complementadas estdo apresentados na Figura 3.

Quadro 2- Primers usados neste estudo

(continua)
Primer Sequencia Referéncia
MRV8-Rec-F GTCGACAGTAATCTATACATTACACAAEESste estudo

CC
MRV8-Rec-R ACGCGTATACCATCAGGGATGTTGC [Este estudo

MRV8-Int-F1 GTTGGGCTATTGGCGTTATTTGTG Este estudo
0rf19.6847-Rec-F GTCGACTTATATTCAACAACTAGG Este estudo
0rf19.6847-Rec-R ACGCGTAAAGTTGAGGATGAAGC Este estudo
orf19.6857-int-F1 ACAGCCAATGCCATCAGATGTTGC  [Este estudo
orf19.823-Rec-F |GTCGACAGAATGATGTTTTTTTG Este estudo
orf19.823-Rec-R ACGCGTATTTTTATGACCAATATTGG [Este estudo
orf19.823-Int-F1 ACTAGTATTGATTTAGGTACTAGC Este estudo
orf19.7170-Rec-F GTCGACTCTTTCTGAATAAGTTTGC [Este estudo

0rf19.7170-Rec-R ACGCGTATAGTAGGAAGAATGC Este estudo
orf19.7170-Int-F1 CCAACCACCCCTTGTGACACTCCTCC [Este estudo
A

orf19.7504-Rec-F GTCGACGAGCTTGAAAACAAATCG  [Este estudo
orf19.7504-Rec-RIACGCGTGTTTGTTTATTGATAAAGG  [Este estudo
DOT5-Rec-F GTCGACTCGGTGTTATTGTCTTTTTCGESte estudo
DOT5-Rec-R ACGCGTTAAACTAGACACCATGC Este estudo

RPF-F1 GAGCAGTGTACACACACACATCTTG |Wilson D et
al. (2014)
RPF1-R1 CGCCAAAGAGTTTCCCCTATTATC  [Este estudo
URA3-F2 GGAGTTGGATTAGATGATAAAGGTGA (Gola et al.
TGG (2003)

MRV8-TR146-F |CGGTTACACCGACGATTGGACTG Este estudo
MRV8-TR146-R |GCAGGAATGAGACCCCAACATACG [Este estudo
NDT80-REALT-F |GCTGACGCTCAATCACAAGCCC Este estudo
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(concluséo)

Primer Sequencia Referéncia
NDT80-REALT-R (GCTGATGGAAAATGGAGGCCCAAC [Este estudo
ACT1-for TCAGACCAGCTGATTTAGGTTTG Martin et al.
ACT1-rev GTGAACAATGGATGGACCAG (I\i(a):t:n) et al.
MRV8-qPCR-for [CTATGTTCCAAGCCTTCGC (Ezsqc:e)studo
MRV8-qPCR-rev |[CCTAGAAGCAGGAATGAGACC Este estudo
MRV1-gPCR-for ACTAGAGTTGGTGTTAGTGTTG Este estudo
MRV1-qPCR-rev [TTGGCAGTCCAATCGTAGC Este estudo
MRV6-qPCR-for JAGTTCTCCAGTTGGTAGGAG Este estudo
MRV6-qPCR-rev [CTCACGTCCTCTGTATCCAC Este estudo

Sequéncia sublinhada corresponde ao sitio de restricdo para a enzima de restricdo Sall
(primer forward) ou Mlul (primer reverse).
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Sitio de insercédo do inserto

Nael (330)

Sacl (657)
Notl (670)

EcoR 1{1256)

eesssseeeesl Primer URAF2

Yl | 2060

el (2963} Spel (2066)

Primer GOHNt-F

Hinflll {2936} . BamH1{2072)
EcoRY (295 [
| (254
EcoR (2 - : 'I'q
Miwl 938 s
.~ Bgl (2765) : i p
g Neol (2602~ PrimerRPF1-R1

PrimerRPF-F1

Figura 3- Mapas dos plasmidios usados no estudo. pCR®2.1- TOPO indicando o sitio de
insercao do inserto. Clp10 contendo os sitios de restricdo para as enzimas de restricao
Sall e Mlul, onde foi inserido o gene de interesse (gene of interest- GOI) e os pares de
primers (RPF-F1/URA-F2 e GOI-Int-F/RPF1-R1) usados para confirmagéo da integracao
correta do plasmidio no locus RP10 (Murad et al., 2000).
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4.5 Avaliagao do comportamento do biofilme frente ao etanol,
farnesol e zinco

Foi avaliada a interferéncia do etanol, farnesol e zinco no
desenvolvimento do biofiime. O etanol (Sigma-Aldrich) foi avaliado na
concentracédo de 2,5% em meio de cultura YNB com 100 mM de glicose
adicionado apds o tempo de aderéncia de 1,5 h em biofilmes formados
por 24 e 48 h e avaliados pelo ensaio XTT. Apds 24 h de desenvolvimento
do biofilme em meio YNB com 100 mM de glicose, o caldo foi trocado por
meio de cultura contendo 100 yM de farnesol (Sigma-Aldrich) e o biofilme
foi incubado por mais 24 h. Foram avaliadas a atividade metabdlica e
contagem de células dispersas (UFC/mL). A avaliagdo da resposta da
limitagdo de zinco foi feita em biofilmes crescidos em meio YNB com 100
mM de glicose, como controle, e meio zinco limitado (LZM) modificado
contendo 25 yM de FeCl2 com ou sem 5 uyM de ZnSO4 (Almeida et al.,
2008). Os biofilmes foram avaliados apés 1,5 h de aderéncia e 24 h de
desenvolvimento pelo método XTT e apdés 48 h de desenvolvimento
adicionando LZM + Zn apéds 24 h de crescimento, avaliados pelo método
XTT e contagem de células dispersas (UFC/mL). Os ensaios foram

realizados em triplicata e em 2 ocasides diferentes.

4.6 Crescimento sob limitagao de nutrientes e agentes estressantes

Aliquotas de culturas em YPD de 16-18 h foram lavadas
duas vezes com PBS e diluidas em base 10. As suspensdes de células
fungicas foram padronizadas em camara de Neubauer (Laboroptik GMBH)
para todos os ensaios seguintes. Foram pingados 5 uL (cobrindo uma
variagdo de 10° a 10" de células) sobre agar SD ou YPD contendo

concentracdes de NaCl (Sigma-Aldrich), 450 ug/mL de Vermelho Congo
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(Sigma), 800 pg/mL de calcofluor branco (Sigma-Aldrich), exposigdo a 5
mJ de luz UV, 3% de etanol, 2 mM H202, concentragdes de SDS (Sigma-
Aldrich), concentragdes de sorbitol (Sigma-Aldrich), incubadas a 37 °C/
até 7 dias. As placas incubadas a 42 °C foram fotografadas apos 4 a 6
dias. O choque térmico foi realizado por incubacao de diluicbes seriadas
de base 10 (variando de 10% a 10" células) a 55 °C ou temperatura
ambiente/10, 15, 20 e 30 min, seguida por incubagao em agar YPD a 37
°C/7 dias. O experimento foi repetido duas vezes em duplicata.

Culturas a 30 °C incubadas por 16-18 h foram ajustadas a
densidade 6ptica de 600 nm (DOeoo) no valor de 0,05 em 4 mL meio SD
somente e SD suplementado com diferentes concentragdes de SDS ou
calcofluor branco. As cepas foram incubadas a 30 °C/24 h em agitacao,
seguida de determinacdo do crescimento por leitura de DOeoo. O
experimento foi realizado em trés ocasides diferentes.

Para os ensaios de crescimento sob limitagdo de
nutrientes, agar contendo 0,67% de YNB com sulfato de amébnio sem
aminoacidos (Difco) foi suplementado com 2% de glicose (Sigma-Aldrich),
2% de acetato de potassio (Sigma-Aldrich), ou 2% de glicerol (Sigma-
Aldrich), 2% de galactose (Sigma-Aldrich), 2% de maltose (Sigma-
Aldrich), 3% de etanol (Sigma-Aldrich) e 2% de azeite de oliva. Agar
contendo meio YCB (Yeast Carbon Base) (Difco) foi suplementado com
0,5% de BSA (Sigma-Aldrich), ou lisina (Sigma-Aldrich), histidina (Sigma-
Aldrich), glicina (Sigma-Aldrich), cisteina (Sigma-Aldrich) e metionina
(Sigma-Aldrich) na concentragdo de 1 nM. Cada experimento foi realizado

em duplicata e em duas ocasides diferentes.
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4.7 Ensaio de filamentagao

Para todos os testes, as células fungicas foram crescidas
por 16-18 h na fase estacionaria em meio YPD, lavadas duas vezes com
PBS e ressuspendidas em PBS para contagem.

Para observar a filamentagdo das cepas em meio sélido
foram utilizados os seguintes meios de cultura e respectivos tempos de
incubacéao: agar Spider a 30 e 37 °C/ 7 dias; agar suplementado com 10%
de SFB a 37 °C/7 dias; agar YPS (1% de extrato de levedura, 2% de
peptona bacteriolégica, 2% D(+)- sacarose e 2% de agar) semeado por
pour- plate a 25 °C/5 a 7 dias (Chaput et al., 1983). Foram adicionadas
aproximadamente 50 a 150 células fungicas por placa. As col6nias foram
analisadas visualmente e os experimentos foram realizados em duplicata
em duas ocasides diferentes.

Para andlise de filamentagdo em meio liquido, 5 x 104
células fungicas foram adicionadas as placas de 12 pogos contendo 1 mL
de 10% de SFB, YPD, YPD + 10% de SFB, Spider medium, meio de Lee
pH 6,5 incubada a 37 °C/3 h e 1 mL de meio RPMI-1640 e DMEM
incubada a 37 °C/3 h na presenca de 5% de COa. A presenca de formas
filamentosas foi determinada por observagdo microscopica. Os
experimentos foram realizados em duplicata e repetidos duas vezes.

A indugdo da filamentacado foi realizada em células de
epitélio bucal monocamada (TR146) (Nicholls et al., 2009). As células
epiteliais foram infectadas com 10° células de C. albicans e incubadas a
37 °C/3 -6 h em atmosfera de 5% de CO2. As hifas foram, entéo,
diferencialmente coradas de acordo com o ensaio de invaséo no protocolo
descrito abaixo e o comprimento foi determinado usando o software LAS
(Leica Application Suite).

Para inducdo de microcolénias de hifas, foram

adicionadas aproximadamente 50 células de Candida as monocamadas
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de células de epitélio bucal (TR146), crescidas conforme o protocolo de
ensaio de invasao descrito a baixo, contendo 0,5 mL de meio DMEM em
placas de 24 pocos pré- tratadas com DMEM + 10% de SFB por 24 h. As
placas foram incubadas a 37 °C/24 h na presenca de 5% de CO2. A
seguir, o meio foi removido, as células fixadas com solugdo a 4% de
formaldeido e as microcol6nias fixadas a monocamada foram coradas
com solucéao de calcofluor branco e as células aderidas ao fundo da placa
de 24 pocos foi adicionado PBS. As dimensdes das microcolénias de
cada cepa foram determinadas por meio de microscépio invertido (Leica
DMIL) e software LAS (Leica Application Suite).

A capacidade de invasao de hifas foi verificada em baixa
e alta concentracdo de agar (1,5 e 4% de &gar). As cepas foram
cultivadas a 30 °C/16-18 h com agitacdo em meio YPD. Para os ensaios,
aproximadamente 12,5 mL de agar Spider ou agar contendo 10% de SFB
foi vertido na placa de Petri. Apds a solidificacéo, por volta de 100 células
de Candida foram semeadas com auxilio de al¢ca de Drigalski. Apos a
secagem do inoculo, sobre o agar foi vertido o restante dos meios de
cultura, 12,5 mL, a uma temperatura de 45-50 °C. As placas foram
incubadas a 30 e 37 °C por 7 dias. As colénias foram fotografadas e
examinadas a olho nu. O experimento foi realizado em duplicata em duas

ocasioes diferentes.

4.8 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Os biofilmes foram formados sobre discos de poliestireno
de 8 x 2 mm de diametro esterilizados em camara de radiacdo gama a 20
kGy (Cobalto 60) por 6 h (Embrarad, Sdo Paulo, SP, Brasil). Os discos
foram colocados em placas de cultura de células de 24 pogos (TPP) e o
volume da suspensédo, PBS e meio de cultura foi de 2 mL em duplicata. A
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seguir, os discos foram transferidos para placas de 24 pogos contendo 1
mL de glutaraldeido a 2,5% para fixagao por 1 h e desidratados em 1 mL
de solugbes de alcool com concentragbes crescentes (10%, 25%, 50%,
75% € 90% por 20 min e 100% por 1 h). As placas foram incubadas em
estufa a 37 °C/24 h para secagem completa dos discos (Costa et al.,
2011).

A seguir, os discos foram transferidos para stubs de
aluminio e recobertos com ouro por 120 s a 40 miliamperes (EMITECH
SC62720, Spitter Coater, SC7620, Korum Technologies LTD). Apos a
metalizacdo, os biofiimes foram examinados quanto ao aspecto
morfolégico das células e preenchimento do substrato e fotografados em
MEV (JSM-5310, Jeol), com aumentos de 1000 e 5000 x.

4.9 Curva de crescimento

As cepas foram cultivadas a 30 °C/ 16- 18 h/ 180 rpm em
meio SD. Para a curva de crescimento, a cultura foi diluida em DOsoo de
0,05 no volume de 200 uyL em meio SD ou YPD em placa de 96 pocos
(TPP) selada. O crescimento das cepas foi registrado medindo-se a DOsoo
a cada 15 min por 24 h a 30 °C em leitor de microplaca (Infinite M200,
Tecan). O experimento foi realizado em ftriplicata em duas ocasides

diferentes.

4.10 Testes antifungicos em células planctonicas e biofilmes

Para os testes em cultura plancténica, as cepas foram
avaliadas quanto a susceptibilidade aos antifungicos fluconazol (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) anfotericina B (Sigma-Aldrich) e
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caspofungina (Cancida, Merk & Co, Sumneytown Pike West Point, PA,
EUA). As cepas foram padronizadas na concentragdo de 1 x 103
células/mL em meio RPMI-MOPS. Cem microlitros do inoculo foi
adicionado ao pogo da placa de 96 pogos (TPP) pré- aquecida a 37 °C
contendo os antifungicos diluidos em meio RPMI-MOPS. A placa foi
incubada a 37 °C/24 h para os antifungicos fluconazol e caspofungina e
por 48 h para anfotericina B. O ponto de corte de resisténcia foi
estabelecido de acordo com o documento M27-A3 publicado pela Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) (Quadro 3).

Quadro 3- Variagdo de concentragdes de antifungicos utilizados e pontos
de corte para determinacgao de resisténcia

Antifungico |Concentragoes utilizadas| Ponto de corte para a CIM
(ng/mL)
Fluconazol 0,125 - 64 =64 ug/mL
Anfotericina B 0,031 - 16 > 2 ug/mL
Caspofungina 0,0158 - 8 =4 ug/mL

Para os testes antifungicos em biofilmes foi usada a
metodologia proposta por Pierce et al. (2008), com algumas modificagoes.
As cepas foram crescidas em 20 mL de meio YPD a 30 °C/ 16-18 h/ 180
rom. A seguir, 10 mL das culturas foram centrifugadas duas vezes e
lavadas com PBS resfriado em gelo a 3.000 g/ 5 min/4 °C. As células
foram ressuspendidas em 20 mL de meio RPMI-MOPS pré-aquecido a
37 °C, contadas em cadmara de Neubauer e padronizadas na
concentragdo de 1 x 108 células/mL. O inoculo foi pipetado em placas de
96 pogos (TPP) no volume de 100 uL e a placa foi incubada a 37 °C/ 24 h
em condicdo estatica. Apods o periodo de incubacado, os pocos foram
lavados com 200 uL de PBS e, entdo, adicionadas as solugdes de

antifungicos preparadas em meio RPMI-MOPS. O antifungico fluconazol
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foi testado em 10 concentragbes seriadas variando de 2-1024 mg/L e os
antifungicos anfotericina B e caspofungina foram avaliados nas 10
concentragdes seriadas de 0,031-16 mg/L. Apds incubacéo a 37 °C/24 h,
os biofilmes foram lavados duas vezes com PBS e a atividade antifungica
foi verificada avaliando a atividade metabdlica através do ensaio com
XTT, conforme descrito anteriormente no item 4.3.2, adicionando 100 yL
da solugdo de XTT nos pocos e coletando 80 pL para leitura. O

experimento foi realizado em triplicata em duas ocasides diferentes.

4.11 Quantificagao de quitina em biofilme

Os biofiimes tratados com caspofungina nas
concentracdes de 16 e 32 mg/L foram avaliados quanto a quantidade de
quitina. Os biofilmes foram crescidos em placas de 96 pocos preta com
fundo transparente (Corning Incorporated Costar). Para isto, os biofilmes
foram lavados duas vezes com 200 yL de PBS e fixados com 4% de
formaldeido por 5 min. A seguir, foram lavados novamente com PBS e
tratados com 100 pL de solug&o de calcofluor branco (Sigma-Aldrich) na
concentracdo de 10 pg/mL por 45 min a temperatura ambiente. Os
biofiimes foram novamente lavados com PBS e, entdo, foi adicionado 100
ML de agua destilada para leitura em leitor de Elisa (Infinite M200, Tecan)
avaliado quanto a emissao de fluorescéncia com emissao de 510 nm e
excitacao de 440 nm. O experimento foi realizado em ftriplicata em duas

ocasioes diferentes.
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4.12 Extracao e quantificagdao da concentragao de f3-1,3 glucana

A matriz extracelular foi extraida de biofilmes crescidos a
37 °C/48 h em agitagéo de 75 rpm em pogos de placas de 6 pogos (TPP)
pre-tratados com SFB por 24 h em meio RPMI-MOPS para quantificagao
de pB-1,3 glucana, conforme descrito por Taff et al. (2012) com
modificagdes. Apds o periodo de incubagédo, o meio foi removido, foi
adicionado 1 mL de agua destilada estéril e o fundo e as paredes dos
pocos foram raspados com espatula estéril. O biofilme desprendido foi
coletado em tubo Falcon de 15 mL e mantido em gelo. Os pogos foram
lavados novamente com 1 mL de agua destilada estéril e a amostra foi
recolhida nos tubos Falcon. As amostras foram homogeneizadas por 5
min em Sonicador (Sonoplus HD 2200- Bandelin Eletronic) com
amplificacado de 20%. A amostra foi transferida para microtubos de 1,5 mL
que foram centrifugadas trés vezes a 4500 x g/ 20 min para separar as
células da matriz extracelular soluvel. O sobrenandante foi transferido
para um novo tubo Falcon de 15 mL e a seguir estocado a -20 °C até a
etapa seguinte. A concentracao de B-1,3-glucana foi determinada usando
o kit reagente de detecgéo de (1,3)-B-D-glucana Glucatell (Associates of
Cape Cod, EUA) conforme instrugdes do fabricante. O experimento foi

realizado em triplicata em trés ocasides diferentes.

4.13 Células epiteliais bucais: aderéncia, invasao e dano

Células epiteliais de carcinoma bucal humano da
linhagem TR-146 (Cancer Research Technology, Londres) (Rupniak et al.,
1985) foram rotineiramente cultivadas e passadas varias vezes em
Dulbecco Modified Eagles Medium (DMEM) com 2 mM de L-glutamina
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(PAA) suplementado com 10% de SFB inativado pelo calor (56 °C/10
min). Para os experimentos, as células TR146 foram usadas durante
varias passagens de 10 a 20. As células foram cultivadas em uma
incubadora umidificada a 37 °C com 5% de CO2. O meio de cultivo foi
substituido por meio fresco a cada dois dias e accutase foi usada para
destacar as células apdés a confluéncia alcangada de aproximadamente
80-100%.

As taxas de invasao de diferentes cepas de C. albicans
foram determinadas como previamente descrito por Park et al. (2005). As
células epiteliais TR146 foram crescidas em confluéncia em laminulas de
vidro de 15 mm de didmetro por 2 dias. As monocamadas foram lavadas
com PBS antes da infecgdo. Foram adicionadas 10° células de C.
albicans as monocamadas e as placas incubadas a 37 °C/3 - 6 h com 5%
de COa2. A seguir, as células epiteliais foram lavadas duas vezes com PBS
e fixadas com 5% de formaldeido. As células fungicas foram coradas com
concanavalina A (Con A) conjugada a Alexa Fluor 647(Invitrogen) por 45
min. Apos as lavagens com PBS, as células epiteliais foram
permeabilizadas em 1% de Triton X-100 em PBS por 15 min. Em seguida,
as células fungicas foram coradas com calcofluor branco. As laminulas
foram, entdo, enxaguadas trés vezes com agua e montada de cabeca
para baixo sobre laminas de microscopia com meio de montagem
ProLong® Gold Antifade. Microscopia de fluorescéncia foi realizada (Leica
DM5500B, Leica DFC360 FX) usando filtros adequados para deteccao de
Con A (cora somente o meio extracelular, sem os elementos fungicos
invasores) e calcofluor branco (cora elementos fungicos invasores e nao
invasores). Pelo menos 100 células de C. albicans foram examinadas
para cada cepa e a taxa de invasao foi expressa como a porcentagem de
células invadidas dividido pelo numero de invadidas mais células nao
invadidas. Todos os experimentos foram realizados em duplicata em trés

ocasides separadas.
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Para o ensaio de aderéncia foram utilizadas as laminas
preparadas para o ensaio de invasdo no tempo de 3 h. O numero de
células aderidas foi determinado por contagem de pelo menos 50 campos
de alta poténcia de tamanho de 150 pm x 150 ym. Os experimentos foram
realizados em trés ocasides separadas.

Os ensaios de dano foram realizados medindo-se a
atividade da lactato desidrogenase (LDH) liberada do citosol das células
danificadas no sobrenadante usando o kit Cytotoxicity Detection (Roche
Applied Science). Células TR146 foram ajustadas a 10° células/mL em
DMEM com 10% de SFB e 200 uL foram adicionados em cada poco da
placa de 96 pocos. As placas foram incubadas a 37 °C/2 dias com 5% de
CO:2 até a confluéncia ser alcangada. As células foram, entdo, lavadas
duas vezes com PBS e 100 yL de DMEM foi adicionado por pog¢o. Para as
cepas de C. albicans, aliquotas de culturas em YPD por 16-18 h foram
lavadas duas vezes com PBS e 100 uL de 5 x 10 células/mL em DMEM
sem SFB foram adicionados as células hospedeiras. Os controles incluem
0 meio de cultura, um controle baixo com células hospedeiras nao
infectadas e meio somente e controle alto com células hospedeiras
infectadas e meio suplementado com 1% de Triton X-100. As placas
foram incubadas a 37 °C/ 24 h com 5% de CO2. A medida da atividade de
LDH com o kit Cytotoxicity Detection foi realizada de acordo com as
instru¢cdes do fabricante. A absorbancia das amostras foi medida a 490
nm. Os valores do meio somente e controle baixo foram subtraidos dos
valores de todas as amostras. O dano foi expresso como a porcentagem
do controle alto, o qual foi definido como 100%. Cada experimento foi

realizado pelo menos trés vezes em triplicata.
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4.14 Patogenicidade em ovo embrionado de galinha

Os experimentos de infeccdo em ovo foram realizados
como descrito previamente (Hartl et al., 1995; Jacobsen et al., 2010). Os
ovos de galinha fertilizados da raca Leghorn Branca foram estocados a
8 °C até 7 dias antes de comecar a incubacao. Os ovos foram incubados
em uma incubadora especializada (BSS 300) a 37,6 °C com 50-60% de
umidade antes da infecg¢ao e virados quatro vezes ao dia comegando no
quarto dia de incubagao. Apds confirmagao dos embrides contra a luz, os
ovos foram infectados no topo da membrana coério-alantéide com 0,1 mL
de inoculo a 10” UFC/mL em PBS seguindo 10 dias de incubacao inicial,
como previamente descrito (Jacobsen et al., 2010). A sobrevivéncia dos
ovos foi monitorada por até 7 dias por visualizagdo do embrido contra a
luz pelo menos duas vezes ao dia. Vinte ovos foram infectados por cepa
de C. albicans e cada experimento foi realizado pelo menos duas vezes.
Os dados de sobrevivéncia foram visualizados como curva de Kaplan-

Meyer.

4.15 gPCR: interagao com células epiteliais e biofilme

RNA de C. albicans foi isolado de células fungicas em
interacdo com células epiteliais bucais (TR146) e plastico para analise da
expressdo dos genes MRV8 e NDT80. As células epiteliais foram
padronizadas na concentragdo de 1 x 10° células/mL em DMEM + 10%
SFB e adicionadas no volume de 2 mL aos pocgos de placa de 6 pocos
(TPP). Foram usados 3 pogos por cepa e o experimento foi repetido trés
vezes. As placas foram incubadas 37 °C/48 h com 5% de CO2. Células de
Candida foram cultivadas em 30 mL de meio YPD a 30 °C/16-18 h em
agitagdo. Dez mililitros da cultura foi centrifugado a 1 976 x g/5 min. As
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células fungicas foram ressuspendidas em 10 mL PBS e 3 mL foi
transferido para 3 microtubos de 1,5 mL e congelados em nitrogénio
liquido. A seguir, estes tubos foram centrifugados a 8 765 x g/8 min/4 °C
e, entdo, as células fungicas dos trés tubos foram transferidas para um
unico microtubo para extragdo de RNA, caracterizando a condicéo
controle. O restante que sobrou da centrifugagao (7 mL) foi centrifugado e
lavado com PBS duas vezes e as células foram padronizadas em DMEM
pré-aquecido a 37 °C na concentragdo de 1 x 108 células/mL. As células
epiteliais foram lavadas com DMEM pré-aquecido e a seguir foi
adicionado 2 mL do inoculo preparado. Além disso, também foi avaliada a
expressdo génica das células aderidas ao plastico. As placas foram
incubadas a 37 °C/3 - 6 h com 5% de COz2. Para reduzir a quantidade de
RNA da célula hospedeira e transcricdo de RNA, o meio de cultura foi
removido e foi adicionado 750 pL de reagente PeqGold RNA pure
(Peqlab) nos pocos e nos microtubos. As placas e microtubos foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. O tempo entre o
enxague das células e congelamento foi menor que 5 min. Apds o
descongelamento em temperatura ambiente, as células aderidas ao fundo
do pocgo foram desprendidas com auxilio de varredor celular (TPP) e
colhidas em microtubos. Os microtubos foram centrifugados a 8 765 x g/8
min/4 °C e o sobrenadante removido para reduzir a quantidade de RNA
humano. O precipitado foi ressuspendido em 400 yL de tampao AE (50
mM de acetato de sédio pH 5,3, 10 mM de EDTA) e 40 pL de solugao de
SDS (Sigma-Aldrich) e homogeneizado por agitagdo em vortex. Em
seguida, foi adicionado 440 uL de fenol/ cloroférmio/ isoamilalcool
(25:24:1) (Sigma-Aldrich) e os tubos foram incubados a 65 °C/5 min e logo
em seguida, foram colocados em freezer a -80 °C por cerca de 10 min e,
entao, aquecidos novamente a 65 °C/5 min. A seguir, os microtubos foram
centrifugados a 8 765 x g/2 min/4 °C. A fase aquosa foi cuidadosamente
removida e o RNA foi precipitado com 40 pL de 3 M de acetato de sédio e

400 uL de isopropanol a -20 °C/16-18 h. As amostras foram centrifugadas
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a 6 440 x g/10 min/4 °C e lavadas duas vezes com etanol a 70% resfriado
em gelo (Wachtler et al., 2011). O RNA foi ressupendido em agua livre de
nuclease e a quantidade foi medida em aparelho Nanodrop ND1000
(Peqlab) e a qualidade da amostra verificada pela razdo de 260/280 nm
que foi entre 1,8 a 2,0.

Para a analise da expressao dos genes, primeiro DNA
genbmico (gDNA) foi digerido com o kit Baseline-ZEROTM DNase
(Epicentre Biotechnologies). O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado
com o kit SuperScript® Il First-Strand Synthesis (Invitrogen) seguindo as
instru¢cdes do fabricante. Foi investigada a expressdo dos genes alvos
MRVS8 e NDT80. A sequéncia dos primers esta apresentada no Quadro 2.
A solugao foi preparada com 5X EvaGreen QPCR Mix Il (Bio-Sell), 1 uL
de cDNA diluido 1:20 e 10 yM de primers foram adicionados a um volume
total de 20 uL. A reacdo de PCR em tempo real foi realizada em duplicata
usando o sistema de CFX96 Real Time Systems (Bio-Rad). O programa
para amplificacao teve um passo de desnaturagao inicial 95 °C por 15
min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 s, 60 °C por 20 s e 72 °C por
15 s.

Para analise da expressdo de genes em biofilme, foram
formados biofilmes conforme o método descrito no item 4.3 por 24 h em
placas de 6 pocos, sendo o volume de meio de cultura e inoculo de 4 mL,
em trés replicatas bioldgicas. Células crescidas em meio YNB acrescido
de 100 mM de glicose a 30 °C/24 h em agitagao foram consideradas
grupo controle. As células em suspensao foram centrifugadas a 1 976 x
g/5 min/4 °C para coleta das células. A extragcdo do RNA foi realizada com
o reagente Trizol® (Ambion), conforme instru¢des do fabricante. O RNA
foi ressupendido em agua livre de nuclease e a quantidade foi medida em
Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) e a qualidade da amostra
verificada pela razdo de 260/280 nm que foi por volta de 1,8 a 2,0. A
digestdo de gDNA e sintese de cDNA foi realizada como descrito acima.

Foi investigada a expressao dos genes paralogos MRV8, MRV1 e MRV,
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com os primers descritos no Quadro 2. A reagéo foi composta de 2X Fast
EvaGreen qPCR Master Mix (Biotium),1 L de cDNA e 10 uM de primers
em um volume total de 20 pL e foi corrida em duplicata usando o sistema
StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems). A reacao de gPCR foi
realizada a 95 °C por 2 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 5 s, 51 °C
por 10 s e 72 °C por 25 s.

A expressao dos genes foi determinada pelo método
AACt usando os softwares dos aparelhos de gPCR comparando os dados
obtidos com a expressdo do gene endogeno ACT71 usado para

normalizacao.

4.16 Analise estatistica

Os resultados obtidos para as diferentes cepas mutantes,
cepa parental e cepas complementadas nos diferentes tempos de
desenvolvimento do biofilme e demais analises foram submetidos aos

testes estatisticos conforme Quadro 4.

Quadro 4- Testes estatisticos utilizados para a analise dos resultados
obtidos para as cepas mutantes, parental e complementadas

Analises Testes estatisticos
Contagem de células viaveis, XTT, células
desprendidas, biomassa e efeitos do
etanol, farnesol e zinco, teste antifungico
em biofilme, quantificagdo de -1,3 glucana

Teste t de Student, ANOVA e
teste de Tukey

e quitina
Ensaio de aderéncia, invasdo e dano Teste t de Student
Patogenicidade em ovo embrionado de Teste de Log-rank (Mantel-

galinha Cox)
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O valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significante. Os programas Minitab 14 e GraphPad Prism versdo 6.00

foram utilizados para os testes estatisticos.



5 RESULTADOS

Os resultados obtidos para as 34 cepas mutantes de C.
albicans em relagdo a cepa parental BWP17+CIp30 para o
desenvolvimento de biofilme estdo descritos na Tabela 1, 2 e 3.

De acordo com os resultados obtidos foram selecionadas
9 cepas mutantes que apresentaram os fendtipos estatisticamente
diferentes em relagdo a cepa parental para os testes realizados (Figura 4,
5,6, 7 e 8 e APENDICE) (Métodos 4.2.1,4.2.2, 4.2.3 e 4.3):

- dur314/A (ORF19.6656). esta cepa mostrou
diferengca estatisticamente significante em
relacdco a cepa BWP17+Clp30 para
quantificacdo de células viaveis nos intervalos
de tempo de 12 e 24 h e pouca quantidade de
células desprendidas no tempo de 4 h de
crescimento. Para o ensaio de XTT, somente o
intervalo de tempo de 4 h foi estatisticamente
menor. O valor de biomassa obtido foi menor
que a biomassa para a cepa parental, porém o
resultado ndo foi estatisticamente significante.
Esta cepa mostrou aparéncia visual diferente
quando comparada com a cepa
BWP17+Clp30;

- ORF19.7504A/A: esta cepa aderiu melhor ao
poliestireno que a cepa BWP17+CIp30. Seu
resultado mais significativo foi a presenca de
pouca quantidade de células desprendidas nos
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Tabela 1- Resultados obtidos para quantificagdo de células viaveis dos
biofimes das 34 cepas mutantes de C. albicans nos tempos de
desenvolvimento de 1,5, 4, 12, 24, 48 h, onde "X" significa diferenga
estatisticamente significante em relacdo a cepa BWP17+Clp30 (¢t de
Student, p < 0,05)

Cepas Viaveis | Viaveis | Viaveis | Viaveis | Viaveis
1,5h 4h 12h 24h 48h

orf19.7670A/A

orf19.19644/A

orf19.2515A/A X
orf19.37374/A
orf19.62004/A
orf19.45184/A
dur31A/A
orf19.75044/A
rf19.2959A/A
orf19.13534/A
hsp214/A
orf19.9884/A
orf19.5514A/A
gtr14A/A
orf19.2724A/A
0rf19.22044/A
orf19.6492A/A X
0rf19.49704/A X

orf19.7170 A/A

bnal/A X X
orf19.5857A/A

pgal16A/A

orf19.6501A/A X
orf19.11504/A

orf19.823A/A X
orf19.3375/ X
orf19.3376/

orf19.3378A/A

pga32A/A X X
orf19.6534A/A X
orf19.66884/A

orf19.5848A/A

mrv1A/A X
orf19.6847A/A

mrv8A/A

dotbA/A

X XX XX
X X

X XX XXX

X X X

X X X

X X X
XX X X X

X
X
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Tabela 2- Resultados obtidos para quantificacdo de células dispersadas
dos biofiimes das 34 cepas mutantes de C. albicans nos tempos de
desenvolvimento de 4, 12, 24, 48 h, onde "X" significa diferencga
estatisticamente significante em relacdo a cepa BWP17+Clp30 (¢t de
Student, p < 0,05)

Cepas Dispersas | Dispersas | Dispersas Dispersas
4h 12h 24h 48h

orf19.7670A/A
orf19.19644/A X
orf19.2515A/A
orf19.37374/A
orf19.62004/A
orf19.45184/A
dur31A/A
orf19.75044/A
rf19.2959A/A
orf19.13534/A
hsp214/A
orf19.9884/A
orf19.5514A/A
gtr14A/A
orf19.2724A/A
0rf19.22044/A
orf19.6492A/A
0rf19.49704/A X
orf19.7170 A/A X

bnal/A

orf19.5857A/A

pgal16A/A X

orf19.6501A/A X X
orf19.11504/A X
orf19.823A/A

orf19.3375/

orf19.3376/

orf19.3378A/A

pga32A/A X

orf19.6534A/A

orf19.66884/A

orf19.5848A/A

mrv1A/A X

orf19.6847A/A

mrv8A/A

dotbA/A

X X X X
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Tabela 3- Resultados obtidos para quantificagdo da atividade metabdlica
(XTT) dos biofilmes das 34 cepas mutantes de C. albicans nos tempos de
desenvolvimento de 1,5, 4, 12, 24, 48 h e peso seco no tempo de
desenvolvimento de 60 h, onde "X" significa diferenga estatisticamente
significante em relagdo a cepa BWP17+Clp30 (t de Student, p < 0,05)

Cepas XTT XTT XTT XTT XTT Peso
1,5h 4h 12h 24h 48h seco

orf19.7670A/A

orf19.19644/A X
orf19.2515A/A X
orf19.37374/A X
orf19.62004/A
orf19.45184/A
dur31A/A
orf19.75044/A
rf19.2959A/A X
orf19.13534/A
hsp214/A
orf19.9884/A
orf19.5514A/A
gtr14A/A
orf19.2724A/A
0rf19.22044/A
orf19.6492A/A
0rf19.49704/A
orf19.7170 A/A
bnal/A
orf19.5857A/A
pgal16A/A
orf19.6501A/A
orf19.11504/A
orf19.823A/A X
orf19.3375/ X
orf19.3376/
orf19.3378A/A
pga32A/A X X X
orf19.6534A/A X

orf19.66884/A

orf19.5848A/A

mrv1A/A

orf19.6847A/A X
mrv8A/A X
dotbA/A

X XXX X X XXXXXXX
X

X
X
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tempos de 4 e 12 h de crescimento, enquanto
que a atividade metabdlica do biofilme foi maior
no tempo de desenvolvimento de 12 h. Esta
cepa ainda mostrou atividade metabdlica
menor nos tempos de 4 e 48 h de crescimento.
Sua aparéncia visual foi similar a cepa parental;
ORF19.7170A/A: apresentou menos células
desprendidas para o intervalo de tempo de 12 h
e menor atividade metabdlica para o tempo de
crescimento de 4 h em relagédo a cepa parental.
Seu valor de biomassa foi menor que a
biomassa da cepa parental, porém o resultado
nao foi estatisticamente significante. Analisado
visualmente, seu biofiilme mostrou alguns
espacos vazios e aparéncia irregular;
ORF19.6501A/A:  foi mais aderente ao
poliestireno (Via 1,5 h) e produziu mais células
com 48 h de crescimento. Por outro lado, com
4 h de crescimento o biofilme liberou menos
células, mas com 24 e 48 h houve maior
numero de células dispersas, mas o resultado
s6 foi estatisticamente significante no intervalo
de tempo de 24 h. Na analise visual do
crescimento do biofilme, ele mostrou aparéncia
irregular;

ORF19.823A/A: esta cepa aderiu melhor e
produziu mais células nos tempos de 1,5e 12 h
de crescimento que a cepa parental, mas os
valores para atividade metabdlica nos tempos
de 1,5, 4 e 48 h foram estatisticamente

menores. Seu biofiime apresentou alguns
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espacos vazios e aparéncia irregular por
analise visual;

pga32A/A (ORF19.6784):. a atividade
metabdlica foi similar ao biofiime da cepa
mutante para o gene ORF19.823, exceto para
o resultado obtido para as células viaveis no
tempo de 24 h, o qual mais células foram
obtidas do biofilme do que a quantidade de
células viaveis do Dbiofime da cepa
BWP17+Clp30, além de menor quantidade de
células dispersas no tempo de 12 h, porém sua
aparéncia visual foi similar a cepa
BWP17+Clp30;

ORF19.6847A/A: esta cepa produziu mais
células viaveis apos 12 h de crescimento e
biomassa estatisticamente menor quando
comparada a cepa parental, visto que o
biofilme apresentou alguns espacgos vazios e
aparéncia irregular para analise visual;
mrv8A/A (ORF19.3908): seus resultados foram
similares ao da cepa mutante para o gene
ORF19.6847, mostrando menor acumulo de
biomassa e aparéncia irregular;

dotbA/A (ORF19.5417). a cepa mutante
dotbA/A produziu mais células viaveis nos
tempos de 24 e 48 h de crescimento, mas sua
biomassa foi menor que a biomassa da cepa
parental, porém o resultado ndo foi
estatisticamente significante. Seu biofilme
mostrou alguns espagos vazios e aparéncia

irregular observado por analise visual.
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Figura 4- Valores de células viaveis (UFC/mL- Log) obtidos para a cepa parental BWP17+Clp30 e as 34 cepas mutantes crescidas em biofilme

em YNB+100 mM de glicose a 37 °C.

* Diferenga estatisticamente significante em relacéo a cepa parental (¢t de Student, p < 0,05).
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crescidas em biofilme em YNB+100 mM de glicose a 37 °C.
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* Diferenga estatisticamente significante em relacéo a cepa parental (¢t de Student, p < 0,05).
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Figura 6- Valores para atividade metabdlica (XTT) obtidos para a cepa parental BWP17+CIp30 e as 34 cepas mutantes crescidas em biofilme

em YNB+100 mM de glicose a 37 °C.
* Diferenga estatisticamente significante em relagcéo a cepa parental (¢t de Student, p < 0,05).

87



- N
3 =)
L ]

Peso seco (mg)
5

0.5+
0.0-
> D o> > > W D > > > W D > > > W\ D aAd> > Ad> W > > > > > > > > > >
F G G PG P G PG W G g 8 B
Qo o o 0B o F o &GP P T e” cf’@qqqqqg« "(\cac’caq’caq’%ca\'\q Q’Q@Q@Q@ €& ¢ &
$Q {\’\ {\’\ {\’\ {\'\ {\’\ {\’\ o{\’\ 0{\'\ 0{\’\ (\ {\'\ {\'\ {\'\ {\'\ {\'\ {\'\ {\'\ {\’\ {\'\ {\'\ {\'\ {\ {\’\ {\'\ {\'\ {\'\ 0{\'\
&
&
\0
A9
%)
\‘5?)
L

Cepas mutantes

Figura 7- Valores de peso seco (mg) obtidos para a cepa parental BWP17+Clp30 e todas as cepas mutantes estudadas crescidas em biofilme
em Spider medium a 37 °C/60 h sobre discos de poliestireno. Barras vermelhas representam as 9 cepas mutantes selecionadas.
* Diferenga estatisticamente significante em relagcéo a cepa parental (¢t de Student, p < 0,05).
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Figura 8- Aparéncia visual dos biofilmes da cepa parental BWP17+Clp30 e as 9 cepas
mutantes selecionadas apds 60 h de crescimento sobre disco de poliestireno (método de
analise da biomassa) em Spider medium a 37 °C.

A adicdo de meio de cultura contendo 2,5% apds o
periodo de aderéncia de 1,5 h e incubacgao adicional por mais 24 e 48 h
alterou a atividade metabdlica dos biofilmes formados pelas cepas
estudadas (Método 4.5). No tempo de desenvolvimento de 24 h, os
biofimes formados pelas cepas mutantes para os genes DURS3T,
ORF19.823, PGA32 e MRVS8 foram os mais afetados pela molécula
sinalizadora, enquanto que os biofilmes formados pelas cepas mutantes
para os genes ORF19.7504, ORF19.6501, PGA32, MRVS8, e DOT5
exibiram maior tolerancia ao etanol que a cepa parental BWP17+CIp30 no
tempo de 48 h (Figura 9).
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Figura 9- Efeito de 2,5% de etanol sobre a atividade metabdlica de biofiimes formados
por 24 e 48 h a 37 °C em relagéo ao controle. O meio de cultura YNB+100 mM de glicose
contendo 2,5% de etanol foi adicionado apos o periodo de aderéncia das células (1,5 h).

Os biofilmes formados pela cepa BWP17+CIp30 também
foram crescidos na presenca e auséncia de zinco nos tempos de 1,5, 24 e
48 h, o qual ndo foi observada diferenga significativa para a atividade
metabdlica e dispersao das células nas diferentes condi¢cdes (Figura 10 e
11) (Método 4.5).
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Figura 10- Efeito da limitagdo de zinco sobre a atividade metabdlica de células aderidas
(1,5 h de incubagéo) e biofiimes formados pela cepa BWP17+CIp30 por 24 e 48 h.
Somente para o tempo de 48 h, o meio de cultura LZM+Zn foi adicionado apos o periodo
de aderéncia (1,5 h). Teste de Tukey, *p < 0,05.
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Figura 11- Efeito da limitacdo de zinco sobre a dispersdo das células de biofilmes da
cepa BWP17+Clp30 formados por 48 h. O meio de cultura LZM+Zn foi adicionado apos o
periodo de aderéncia (1,5 h). Teste de Tukey, *p < 0,05.

Apods 24 h de desenvolvimento, foi adicionado novo meio
de cultura contendo 100 uM de farnesol e os biofilmes foram incubados
por mais 24 h. Para atividade metabdlica foi observada redugdao somente
para a cepa orf19.6501A/A, sendo que para as células dispersas a
reducao da contagem foi observada para a cepa orf19.8234/A (Figura 12
e 13) (Método 4.5).

100 pM de farnesol 3 controle
1.2 @@ 100 uM de farnesol
1.0
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o
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BWP17+CIp300/f19.6501.4/4 dur31aa  orf19.8234/4 orf19.717044  dotSa/4  orf19.7504.44 mivBy4  orf19.684744 pga324a

Figura 12- Efeito de 100 yM de farnesol sobre a atividade metabdlica de biofilmes
formados por 48 h. O meio de cultura YNB+100 mM de glicose contendo 100 uM de
farnesol foi adicionado apés 24 h de desenvolvimento do biofilme. Teste ¢, *p < 0,05.
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Figura 13- Efeito de 100 yM de farnesol sobre a dispersdo de células de biofilmes
formados por 48 h. O meio de cultura YNB+100 mM de glicose contendo 100 uM de
farnesol foi adicionado apds 24 h de desenvolvimento do biofiime. Teste ¢, *p < 0,05.

Para a construcdo das cepas complementadas foi
adicionado um passo a mais: ligagao ao vetor TOPO, pois apds a reagao
de PCR para geragao dos insertos nao foi possivel liga-los ao vetor
Clp10. Foram obtidos 6 transformantes para os genes ORF79.823,
ORF19.7504, MRV8, ORF19.7170, ORF19.6847 e DOT5 com o plasmidio
TOPO e inserto. A seguir, foi possivel a constru¢cdo de 4 cepas
complementadas: orf19.823A/A+0ORF19.823,
orf19.7170A/A+0ORF19.7170, orf19.6847A/A+ORF19.6847 e
mrv8A/A+MRV8 (Método 4.4). Logo apds, foram realizadas as analises
fenotipicas dos genes de interesses.

ApOs a construgao das cepas complementas foi realizada
a caracterizacdo funcional utilizando diferentes condigcbes, como
diferentes nutrientes e condi¢des de estresse. O experimento foi realizado
com as cepas BWP17+CIp30, mutantes e complementadas para os 4
genes de interesse, o qual ndo houve diferenca de crescimento entre elas
para nenhuma das condigbes analisadas, conforme Tabela 4 (Método
4.6).



93

Tabela 4- Caracterizagao funcional frente a diferentes condi¢des testadas
para as cepas BWP17+Clp30, mutantes e complementadas para os 4
genes de interesse

Condicoes MRV8, ORF19.6847,

ORF19.823 e ORF19.7170

SD-30°C, 37°Ce42°C

YPD- 30 °C, 37 °C e 42°C

SD+1,5 M de NaCl- 30 °C e 37 °C

SD+2 mM de H20H2- 30 °C e 37 °C
SD+450 pg/mL de Congo Red-30°C e

37 °C

SD+800 pg/mL de calcofluor branco- 30 °C
e 37°C

Exposi¢do a 5 mJ de luz UV- SD- 37 °C
YNB+NH1SO4+ 2% de acetato de potassio-
37 °C

YNB+NH1SO4+ 3% de etanol- 37 °C
YNB+NH4S04+ 2% de glicerol- 37 °C
YNB+NH1SO4+ 2% de galactose- 37 °C
YNB+NH4SO4+ 2% de maltose- 37 °C
YNB+NH1SO4+ 2% de 6leo de oliva- 37 °C
YCB+0,5% de BSA- 37 °C

YCB+1 nM de lisina - 37 °C

YCB+1 nM de histidina - 37 °C

YCB+1 nM de glicina - 37 °C

YCB+1 nM de cisteina - 37 °C

YCB+1 nM de metionina - 37 °C

Choque térmico a 55 °C/10 min- SD- 37 oC

Choque térmico a temp. amb./10 min- SD-
37 °C

Choque térmico a 55°C/15 min- SD- 37 °C
Choque térmico a temp. amb./15 min- SD-
37 °C

Choque térmico a 55 °C/20 min- SD-

37 °C

Choque térmico a temp. amb./20 min- SD-
37 °C

Choque térmico a 55 °C/30 min- SD- 37
°C

Choque térmico a temp. amb./30 min- SD-
37 °C

Sem diferenca
Sem diferenca
Sem diferenca
Sem diferenca
Sem diferenca

Sem diferenca

Sem diferenca
Sem diferenca

Sem diferenca
Sem diferenca
Sem diferenca
Sem diferenca
Sem diferenca
Sem diferenca
Sem diferenca
Sem diferenca
Sem diferenca
Sem diferenca
Sem diferenca
Sem diferenca

Sem diferenca

Sem diferenca
Sem diferenca

Sem diferenca
Sem diferenca
Sem diferenca

Sem diferenca

Condigdes de estresse: incubagao a 42 °C e choque térmico: estresse térmico; NaCl:
estresse osmoético; H2OHz: estresse oxidativo; Congo Red e calcofluor branco: estresse
na parede celular.
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Os quatro genes de interesse foram verificados quanto a
capacidade de filamentacao sobre os meios solidos Spider medium e 10%
de SFB e embebimento em agar YPS. As cepas mutantes para os genes
MRVS8, ORF19.6847, ORF19.823 e ORF19.7170 formaram coldnias
filamentosas comparaveis as colbnias formadas pelas cepas
BWP17+Clp30 e complementadas conforme observado na Figura 14
(Método 4.7).

mrv8AA+MRI/8
orfl19.68474/4A
orf19.68470/0+
ORF19.6847
orf19.82340/4
orf19.8230/0+

ORF19.823
orf19.71700/4

orf19.71700/A+

ORF19.7170

o

o«

o

=]
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>
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YPS-
25°C

Spider medium-
37°C

Spider medium-
30°C

10% de SFB-
37°C

Figura 14- Teste de filamentacdo em meio sélido avaliado apds 7 dias.

As cepas mutantes também foram crescidas em meio
liquido e condig¢des indutoras de filamentagédo por 3 h, onde foi verificada
filamentacao normal de acordo com a condigdo como observado para a
cepa parental BWP17+ClIp30. As cepas complementadas também
apresentaram o mesmo padrdao de filamentagdo que a cepa parental
(Figura 15) (Método 4.7).
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Figura 15- Teste de filamentagdo em meio liquido avaliado apés 3 h de incubagéo.
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O primeiro gene analisado foi ORF19.823, que de acordo
com a base de dados Candida Genome Database (CGD)*, codifica uma
proteina de fungdo desconhecida e sua expressao € induzida em
biofilmes crescidos em Spider medium (Nobile et al., 2012). Foi realizada
a analise com a ferramenta basic local alignment search tool (BLAST)**
da sequéncia da proteina deste gene mostrando similaridades com as
proteinas de funcdo desconhecida produzidas por C. dubliniensis
(CD36_18640, 75% de identidade e 88% de similaridade) e C. tropicalis
(CTRG_01444, 41% de identidade e 57% de similaridade). A analise com
as bases de dados SMART*** e Wolf PSORT**** sugerem que a proteina
seja uma proteina transmembrana localizada na mitocéndria.

Os biofilmes formados por orf19.8234/A nos tempos de
1,5, 4 e 48 h foram menos metabolicamente ativos que os biofilmes
formados pela cepa parental no teste de screening. Este teste foi repetido
com a cepa complementada, mas os resultados obtidos para a cepa

mutante nao foram reprodutiveis (Figura 16) (Método 4.2.2).
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XTT (492 nm)

1,5h 4h 48h
@ BWP17+Clp30 O 0rf19.8234/4 O 0rf19.8234/4+ORF19.823
Figura 16- Atividade metabdlica de biofilmes formados por BWP17+Clp30, orf19.8234/A

e orf19.823A/A+0ORF19.823 crescidos em meio YNB+100 mM de glicose nos tempos de
desenvolvimento de 1,5, 4 e 48 h. Teste de Tukey, *p < 0,05.

* Disponivel em: http://www.candidagenome.org/cgi-bin/compute/blast_clade.pl
** Dsiponivel em: http://blast.ncbi.nim.nih.gov.Blast.cgi

*** Disponivel em: http://smart.embl-heidelberg.de/

**** Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CBBresearch/Lu/subcellular/


http://www.candidagenome.org/cgi-bin/compute/blast_clade.pl
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov.blast.cgi/
http://smart.embl-heidelberg.de/
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A cepa mutante o0rf19.8234/A acumulou biomassa nos
mesmos niveis que a cepa parental, ainda assim este teste foi repetido
com a cepa complementada, o qual nao apresentou diferencga
estatisticamente significante entre as cepas para biofilmes crescidos por
48 e 60 h. A aparéncia visual do biofilme formado por 0rf19.8234/A
mostrou-se desigual em relagdo a cepa parental e a complementagéo
reconstituiu o fenoétipo principalmente no biofilme crescido por 48 h (Figura
17) (Método 4.3).

2.4+

2.0 T T

1.6- T T

1.2

0.8

Biomassa (mg)

0.4

0.0 T T
Spider medium- 60 h Spider medium-48 h

@ BWP17+CIp30 2 0rf19.8234/4 2 0rf19.8234/4+ORF19.823

Figura 17- Acumulo de biomassa e aparéncia de biofilmes formados por BWP17+Clp30,

orf19.823A/A e orf19.823A/A+0ORF19.823 crescidos em Spider medium por 48 e 60 h
sobre discos de poliestireno. Teste de Tukey, *p < 0,05.

A analise de caracterizacao funcional tinha mostrado um
leve indicio de defeito de crescimento de orf19.8234/A frente ao fator
estressor de parede celular calcofluor branco, porém o teste foi repetido
mais duas vezes e o padrao de crescimento ndo se repetiu. Desta forma,
foi verificado o crescimento das cepas em meio liquido SD contendo
diferentes concentragcdes de calcofluor branco, o qual somente para a
concentracao de 400 pg/mL foi observado leve defeito no crescimento da

cepa mutante, de acordo com a Figura 18. Assim, o experimento foi
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novamente repetido somente com a concentracdo de 400 pg/mL
mostrando que ndo houve diferenga estatisticamente significante entre as
cepas (Figura 19) (Método 4.6).

4
-»- BWP17+Clp30
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Figura 18- Crescimento das cepas BWP17+Clp30, orf19.8234/A e
orf19.823A/A+0ORF19.823 em meio SD suplementado com diferentes concentragdes de
calcofluor branco a 30 °C/24 h determinado por medigdo da DOeoo.
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Figura 19- Crescimento das cepas BWP17+Clp30, orf19.823A/A e
orf19.823A/A+ORF19.823 em meio SD suplementado com 400 pg/mL de calcofluor
branco a 30 °C/24 h determinado por medigao da DOsoo. Teste t, *p < 0,05.
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A suposta funcdo do gene ORF19.823 na interagao
patogeno-hospedeiro foi verificada pelo teste de dano a monocamada de
células epiteliais bucais da linhagem TR146, onde nao foi observada
diferenga estatisticamente significante entre as cepas (Figura 20) (Método
4.13).

Células lisadas (%)

Figura 20- Dano celular provocado pelas cepas BWP17+CIp30, orf19.8234/A e
orf19.823A/A+0ORF19.823 em células epiteliais bucais da linhagem TR146 determinado
por medigcao dos niveis da liberagdo da enzima lactato desidrogenase (LDH). Teste f, *p
< 0,05.

A proteina codificada pela ORF19.7170 apresenta
similaridade com duas proteinas com funcdo desconhecida de C.
dubliniensis, CD36 73740 com 80% de identidade e 100% de
similaridade e CD36 73750 com 51% de identidade e 68% de
similaridade, e uma proteina desconhecida de C. tropicalis (CTRG_05151,
36% de identidade e 76% de similaridade) de acordo com a analise
BLAST. A base de dados Wolf PSORT mostrou que Orf19.7170p pode ser

secretada, enquanto que as bases de dados SMART e TMHMM* sugerem

* Disponivel em: http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
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que Orf19.7170p seja uma proteina transmembrana de baixa
complexidade.

No tempo de 4 h, a atividade metabdlica do biofilme
formado por orf19.7170A/A foi estatisticamente menor, porém este
resultado n&o foi reprodutivel como mostrado na Figura 18. Além disso,
também foram avaliadas as atividades metabdlicas dos biofilmes nos
tempos de desenvolvimento de 1,5, 24 e 48 h, o qual ndao foram
observadas diferengas estatisticamente significantes entre as cepas
(Figura 21) (Método 4.2.2).
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Figura 21- Atividade metabdlica de biofimes formados por BWP17+Clp30,
orf19.7170A/A e orf19.7170A/A+ORF19.7170 crescidos em meio YNB+100 mM de
glicose nos tempos de desenvolvimento de 1,5, 4, 24 e 48 h. Teste de Tukey, *p < 0,05.

Como a cepa orf19.7170A/A nao apresentou defeito no
acumulo de biomassa quando crescida em Spider medium por 60 h, foi
verificada a biomassa produzida pelas cepas parental, mutante e
complementada quando crescidas em meio RPMI-MOPS e YNB
acrescido de 100 mM de glicose. Nao foi observada diferenca
estatisticamente significante para o meio RPMI-MOPS, contudo em meio

YNB acrescido de 100 mM de glicose houve menor acumulo de biomassa
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que a cepa parental e a cepa complementada produziu menos biomassa
que as cepas mutante e parental. Na analise visual pode-se observar que
o biofilme produzido pela cepa mutante em RPMI-MOPS possui aparéncia
desigual com espagos vazios e os biofilmes produzidos pelas trés cepas
em meio YNB acrescido de 100 mM de dglicose apresentam
irregularidades (Figura 22) (Método 4.3).
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Figura 22- Acumulo de biomassa e aparéncia de biofilmes formados por BWP17+Clp30,
orf19.71704/A e o0rf19.71704/A+ORF19.7170 crescidos em meio RPMI-MOPS e
YNB+100 mM de glicose por 48 h sobre discos de poliestireno. Letras diferentes indicam
diferenca estatisticamente significante, teste de Tukey, p < 0,05.

O dano provocado pela cepa orf19.71704/A nas células
epiteliais bucais foi menor que o dano provocado pela cepa parental,
porém o resultado ndo foi estatisticamente significante (Figura 23)
(Método 4.13).
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Células lisadas (%)

Figura 23- Dano celular provocado pelas cepas BWP17+CIp30, orf19.71704/A e
orf19.71704/A+ORF19.7170 em células epiteliais bucais da linhagem TR146
determinado por medicdo dos niveis da liberagdo da enzima lactato desidrogenase
(LDH). Teste t, *p < 0,05.

ORF19.6847 codifica uma proteina com alta similaridade
com as proteinas de fungcdo desconhecida de C. dubliniensis
(CD36_04270, 93% de identidade e 100% de similaridade), C. maltosa (G
210_2781, 74% de identidade e 98% de similaridade) e C. tropicalis
(CTRG_04705, 74% de identidade e 98% de similaridade) de acordo com
a analise BLAST. A analise BLAST e a base de dados CGD também
apontaram fortes similaridades com o gene TRM44 da levedura
Saccharomyces cerevisiae que codifica a proteina RNAt(Ser) Um(44) 2'-
O-metiltransferase envolvida em manter os niveis de espécies de Ser-

RNAt tS(CGA) e tS(UGA), conservada entre os metazoas e fungos, mas
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parece nao ser encontrada em plantas e, além disso, TRM44 é um gene
nao essencial, conforme a base de dados Saccharomyces Genome
Database*. A base de dados Wolf PSORT sugere que Orf19.6847p seja

uma proteina intracelular.

Apesar de inicialmente a cepa orf19.6847A/A néao ter
apresentado defeito para atividade metabdlica do biofilme, o experimento
foi repetido com 0rf19.6847A/A+ORF19.6847 para os tempos de
desenvolvimento de 1,5, 4, 24 e 48 h mostrando atividade metabdlica

similar entre as cepas (Figura 24) (Método 4.2.2).

0.6+

0.5 _T_

0.4
0.34
0.2
0.0- T T
1,5h 4h 24h

@ BWP17+Cip30 O 0rf19.68474/4 & 0rf19.68474/A+ORF19.6847

XTT (492 nm)

48h

Figura 24- Atividade metabdlica de biofimes formados por BWP17+Clp30,
orf19.6847A/A e o0rf19.6847A/A+ORF19.6847 crescidos em meio YNB+100 mM de
glicose nos tempos de desenvolvimento de 1,5, 4, 24 e 48 h. Teste de Tukey, *p < 0,05.

O gene ORF19.6847 foi selecionado, pois a cepa mutante
apresentou significativa redu¢cdo de acumulo de biomassa para biofilme
crescido em Spider medium por 60 h. Apds a construgdo da cepa
complementada, o experimento foi repetido obtendo novamente redugao
da biomassa para a cepa orf19.6847A/A e recuperacao do fendtipo para a
cepa complementada, porém o resultado nao foi estatisticamente

significante. A determinacdo da biomassa também foi realizada para os

* Disponivel em: www.yeastgenome.orf
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biofilmes crescido em meio RPMI-MOPS, YNB com 100 mM de glicose e
Spider medium por 48 h, o qual nao foi obtida diferenga estatisticamente

significante entre as cepas (Figura 25) (Método 4.3).

2.8+
2.44
) |
8 1.6+
& 124
g )
& 0.84
0.4
0.0- T T T
OQO.) o"z @\\ @‘0
N\ N ¢ .
W @q & &
Qg & 06\ 0&
o & &
Q < <
@x\ \be \5Q
N R 2

@ BWP17+Clp30 3 0rf19.68474/4 &3 0rf19.68474/A4+ORF19.6847

Figura 25- Acumulo de biomassa de biofiimes formados por BWP17+ClIp30,
orf19.6847A/A e 0rf19.6847A/A+ORF19.6847 crescidos em meio RPMI-MOPS e
YNB+100 mM de glicose por 48 h e Spider medium por 48 e 60 h sobre discos de
poliestireno. Teste de Tukey, *p < 0,05.

A analise visual foi realizada para os biofilmes das cepas
estudadas nos diferentes meios de cultura e incubados por 48 ou 60 h.
Dentre as condigdes, os biofiimes crescidos em meio RPMI-MOPS
mostraram uma aparéncia mais madura e robusta que nos demais meios
de cultura, onde foi possivel observar que o biofilme formado por
orf19.6847A/A apresentou diferenga significante quanto a aparéncia
mostrando irregularidades e constituicdo menos adesiva conforme

observado na Figura 26 (Método 4.3).
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Figura 26- Aparéncia de biofilmes formados por BWP17+CIp30, orf19.6847A/A e
orf19.6847A/A+0ORF19.6847 crescidos em meio RPMI-MOPS e YNB+100 mM de glicose
por 48 h e Spider medium por 48 e 60 h sobre discos de poliestireno.

Como a cepa mutante para o gene ORF19.6847 produziu
menos biomassa e ndo teve defeito para a atividade metabdlica do
biofilme, os resultados sugerem que a biomassa reduzida esteja
relacionada com menor produgdo de matriz extracelular. Para testar esta
hipétese, a matriz extracelular de biofilmes formados no fundo do pogo da
placa de 6 pogos foi extraida para quantificacdo de 3-1,3 glucana, que é o
componente maijoritario da matriz extracelular produzido por biofilmes de
Candida, utilizando o kit Glucatell (Nett J. et al., 2007). O biofilme formado
por orf19.6847A/A produziu significativamente menos 3-1,3 glucana que o
biofiime formado pela cepa parental, porém a complementacdo nao foi

suficiente para reconstituir o fenétipo (Figura 27) (Método 4.12).



106

250+

2004

B-1,3-glucana (mg/mL)

Figura 27- Concentragdo de B-1,3 glucana extraida da matriz extracelular de biofilmes
formados por BWP17+Clp30, orf19.6847A/A e orf19.6847A/A+ORF19.6847 no fundo do
poco da placa de 6 pogos em meio RPMI-MOPS por 48 h detectado pelo kit Glucatell.
Test t, *p < 0,05.

Ja que a matriz extracelular € um importante componente
do biofiilme maduro responsavel por fornecer nutrientes e protecao as
células da comunidade aos agentes antifungicos, testes antifungicos
foram realizados em células planctdnicas e biofilmes para verificar se a
falta do gene ORF19.6847 comprometeria a sensibilidade da célula
fungica. As células planctbnicas das cepas parental, orf19.6847A/A e
orf19.6847A/A+ORF19.6847 foram igualmente sensiveis aos antifungicos
fluconazol, anfotericina B e caspofungina, apresentando CIM de 1 pg/mL,
0,5 ug/mL e 1 pg/mL, respectivamente. As cepas também apresentaram
sensibilidade semelhante aos antifungicos quando organizadas em
biofiime, sendo resistentes a todas as concentracbes de fluconazol
testadas, menos resistentes as maiores concentragcées de anfotericina B,
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a partir de 0,25 mg/L, e sensiveis a caspofungina nas concentragdes
variando de 1-16 mg/mL (Figura 28, 29 e 30) (Método 4.10).
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Figura 28- Susceptibilidade de biofilmes formados por BWP17+Clp30, orf19.6847A/A e
0rf19.6847A/A+ORF19.6847 em meio RPMI-MOPS ao antifungico fluconazol
determinada pelo ensaio XTT.
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Figura 29- Susceptibilidade de biofilmes formados por BWP17+Clp30, orf19.6847A/A e
0rf19.6847A/A+ORF19.6847 em meio RPMI-MOPS ao antifungico anfotericina B
determinada pelo ensaio XTT.
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Figura 30- Susceptibilidade de biofilmes formados por BWP17+Clp30, orf19.6847A/A e
0rf19.6847A/A+ORF19.6847 em meio RPMI-MOPS ao antifungico caspofungina
determinada pelo ensaio XTT.

A cepa mutante para o gene ORF19.6847 apresentou
leve defeito para dano nas células epiteliais bucais quando comparada
com a cepa BWP17+ClIp30, porém o resultado nao foi estatisticamente
significante. A complementacdo recuperou o fendtipo perdido nos

mesmos niveis que a cepa parental (Figura 31) (Método 4.13).

Células lisadas (%)

Figura 31- Dano celular provocado pelas cepas BWP17+CIp30, orf19.6847A/A e
orf19.6847A/A+ORF19.6847 em células epiteliais bucais da linhagem TR146
determinado por medigdo dos niveis da liberagdo da enzima lactato desidrogenase
(LDH). Teste t, *p < 0,05.
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O gene ORF19.3908, chamado MRV8 (MaRVel domain),
€ um gene unico para C. albicans, com excecdo da espécie C.
dubliniensis que é geneticamente relacionada (CGD). A analise in silico
mostrou que a proteina codificada pelo gene MRVS8 apresenta
similaridades com uma proteina de fungcdo desconhecida de C.
dubliniensis, CD36_53920, apresentando 68% de identidade e 87% de
similaridade, de acordo com a analise BLAST. Além disso, o gene MRVS8
possui 2 genes paralogos, MRV6 e MRV1, também com fungdes
desconhecidas. As bases de dados SMART, Wolf PSORT e TMHMM
sugerem que Mrv8p seja uma proteina integral da membrana celular com
quatro regides transmembrana.

Foi avaliada atividade metabdlica de biofilmes formados
por BWP17+Clp30, mrv8A/A, mrv8A/A+MRV8 nos tempos de
desenvolvimento de 1,5, 4, 24 e 48 h, o qual foi observada menor
atividade metabdlica para a cepa mutante para o gene MRV8 no tempo
de 24 h comparada a cepa parental e reconstituicdo do fendtipo para a
cepa complementada. Além disso, houve também uma tendéncia de
atividade metabodlica menor para a cepa mrv8A/A no tempo de 48 h,
porém o resultado ndo foi estatisticamente significante (Figura 32)
(Método 4.2.2).
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Figura 32- Atividade metabdlica de biofilmes formados por BWP17+Clp30, mrv8A/A e
mrv8A/A+MRV8 crescidos em meio YNB+100 mM de glicose nos tempos de
desenvolvimento de 1,5, 4, 24 e 48 h. Teste de Tukey, *p < 0,05.
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Os biofilmes das cepas BWP17+Clp30, mrv8A/A e
mrv8A/A+MRV8 formados sobre discos de poliestireno em meio YNB com
100 mM de glicose por 24 h foram observados por MEV para estudo de
sua arquitetura. As imagens mostram que o biofilme formado por
BWP17+Clp30 ¢é constituido predominantemente por hifas e tubos
germinativos, enquanto que os biofimes formados por mrv8A/A e
mrv8A/A+MRV8 sao constituidos de leveduras e pseudohifas distribuidos

espacadamente sobre o substrato (Figura 33) (Método 4.8).

BWP17+ClIp30

Figura 33- Microscopia eletrébnica de varredura (MEV) de biofiimes formados por
BWP17+CIp30, mrv8A/A e mrv8A/A+MRV8 em meio YNB+100 mM de glicose por 24 h
sobre discos de poliestireno, nos aumentos de 1000x e 5000x.

Foi verificado também a curva de crescimento das cepas
BWP17+Clp30 e mrv8A/A em suspensdo em meio YPD e SD a 30°C/24
h, o qual foi similar para as duas cepas crescidas nos dois meios de
cultura (Figura 34) (Método 4.9).
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Figura 34-Curva de crescimento para as cepas BWP17+CIp30 e mrv8A/A crescidas em
meio YPD e SD a 30 °C/24 h determinado por medi¢gao da DOsoo.

O grafico apresentado na Figura 35 mostra que a cepa
mrv8A/A acumulou menos biomassa que a cepa BWP17+ClIp30 quando
crescida nos meios RPMI-MOPS por 48 h e Spider medium por 60 h e
houve recuperacao do fenétipo para mrv8A/A+MRVS8, porém a diferenca
nao foi estatisticamente significante. Para a analise visual, o0 meio de
cultura que mostrou diferenca significante entre as cepas foi RPMI-MOPS,
em que se pode observar que o biofiime formado para a cepa mutante
para o gene MRV8 apresenta espagos vazios e irregularidades quando
comparado aos Dbiofilmes formados pelas cepas parental e

complementada (Método 4.3).
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Figura 35- Acumulo de biomassa e aparéncia de biofilmes formados por BWP17+Clp30,
mrv8A/A e mrv8A/A+MRV8 crescidos em meio RPMI-MOPS por 48 h e Spider medium
por 48 e 60 h sobre discos de poliestireno. Teste de Tukey, *p < 0,05.

Os biofilmes formados pelas cepas BWP17+Clp30,
mrv8A/A e mrv8A/A+MRVS8 sobre discos de poliestireno crescidos em
Spider medium por 60 h também foram analisados por MEV. As imagens
mostraram que o biofilme formado pela cepa BWP17+Clp30 € um biofilme
maduro com estrutura tridimensional constituido por leveduras, hifas e
pseudohifas formando canais. O biofilme formado pela cepa mrv8A/A foi
composto predominantemente por leveduras e pseudohifas agrupadas e
aderidas de forma espacada sobre o substrato, enquanto que o biofilme
formado pela cepa mrv8A/A+MRV8 também  foi formado
predominantemente por leveduras e pseudohifas, porém apresenta maior
agrupamento de células com poucos espagamentos sobre o substrato
(Figura 36) (Método 4.8).
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BWP17+CIp30 mrv8A/A mrv8A/A+MRV8

Figura 36- Microscopia eletrénica de varredura (MEV) de biofiimes formados por
BWP17+CIp30, mrv8A/A e mrv8A/A+MRV8 em Spider medium por 60 h sobre discos de
poliestireno, nos aumentos de 1000x e 5000x.

Assim como a cepa mutante para o gene ORF19.6784, a
cepa mrv8A/A apresentou menor acumulo de biomassa o que pode estar
relacionado a menor producdo de matriz extracelular, por isso a matriz
extracelular foi extraida de biofilmes crescidos em meio RPMI-MOPS por
48 h e a quantificagao de -1,3 glucana foi realizada com o kit Glucatell.
Os resultados mostraram que a cepa mutante para o gene MRVS
apresentou alta variabilidade nos valores de quantificacdo de (-1,3
glucana quando comparado aos resultados obtidos para a cepa parental
(Figura 37) (Método 4.12).



114

Matriz extracelular

600+
0
€ 500-
=)
£ 400+
g
g 300
®

=] ®
T 200- Ad A
™ ®
~ 100+ °

0 A

BWP17+Clp30 mrv8AIA mrv8AIA+MR V8

Figura 37- Concentragdo de B-1,3 glucana extraida da matriz extracelular de biofilmes
formados por BWP17+Clp30, mrv84/A e mrv8A/A+MRV8 no fundo do pogo da placa de
6 pocos em meio RPMI-MOPS por 48 h detectado pelo kit Glucatell.

As células plancténicas e biofilmes formados pelas cepas
BWP17+Clp30, mrvBA/A e mrvBA/A+MRV8 também foram avaliados
quanto a sensibilidade aos antifungicos fluconazol, anfotericina B e
caspofungina. A CIM para as culturas plancténicas das cepas avaliadas
foi a mesma para os antifungicos fluconazol, anfotericina B e
caspofungina, 1 pg/mL, 0,5 ug/Ml e 1 ug/mL, respectivamente. Os testes
antifungicos em biofiime mostraram resisténcia das cepas a todas
concentragdes de fluconazol testadas e maior sensibilidade ao antifungico
anfotericina B nas concentragbes a partir de 25 mg/mL, visto que nao
houve diferenga de sensibilidade entre as cepas (Figura 38 e 39). Ja os
testes com o antifungico caspofungina mostraram que até a concentragao
de 4 mg/L os resultados foram similares entre as cepas, mas nas
concentragbes de 16 e 32 mg/L a atividade metabdlica do biofiime foi
maior que nas concentracdes mais baixas e para a cepa mutante para o
gene MRVS8 o crescimento foi maior que para as cepas BWP17+CIp30 e

complementada (Figura 40). Desta forma, os testes foram repetidos para
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as concentragcbes de 16 e 32 mg/L indicando que sem tratamento o
biofiilme formado pela cepa parental é estatisticamente mais ativo
metabolicamente que o biofilme formado pela cepa mutante, mas quando
tratado com caspofungina o biofiime formado pela cepa mutante é
estatisticamente mais ativo que os biofimes formados pelas cepas

parental e complementada nas duas concentragdes (Figura 41) (Método
4.10).
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Figura 38- Susceptibilidade de biofiimes formados por BWP17+CIp30, mrv8A/A e
mrv8A/A+MRV8 em meio RPMI-MOPS ao antifingico fluconazol determinada pelo
ensaio XTT.
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Figura 39- Susceptibilidade de biofiimes formados por BWP17+CIp30, mrv8A/A e
mrv8A/A+MRV8E em meio RPMI-MOPS ao antifungico anfotericina B determinada pelo
ensaio XTT.
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Figura 40- Susceptibilidade de biofiimes formados por BWP17+CIp30, mrv8A/A e
mrv8A/A+MRV8 em meio RPMI-MOPS ao antifungico caspofungina determinada pelo
ensaio XTT.
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Figura 41- Susceptibilidade de biofiimes formados por BWP17+CIp30, mrv8A/A e
mrv8A/A+MRV8 em meio RPMI-MOPS ao antifungico caspofungina nas concentragdes
de 0, 16 e 32 mg/L determinada pelo ensaio XTT. Teste {, *p< 0,05.

Em altas concentragbes de caspofungina a célula ativa
mecanismos de defesa, como por exemplo aumento da sintese de quitina
(Pierce et al., 2008; Walker et al., 2013; Rueda et al., 2014), por isso os

biofiimes tratados e nao tratados com caspofungina foram avaliados
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quanto a quantidade de quitina usando coloragao com calcofluor branco e
medicado da fluorescéncia emitida. Os resultados obtidos n&do mostraram
diferenga de quantidade de quitina entre os biofiimes formados pelas

cepas estudadas (Figura 42) (Método 4.11).
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Figura 42- Quantificagdo de quitina presente nos biofilmes formados pelas cepas
BWP17+ClIp30, mrv8A/A e mrv8BA/A+MRV8 em meio RPMI-MOPS tratados com o
antifungico caspofungina nas concentracbes de 0, 16 e 32 mg/L detectada por coloracao
com calcofluor branco e leitura da emissao de fluorescéncia em leitor de microplaca.
Teste t, *p < 0,05.

Além da caracterizacdo funcional realizada em paralelo
para os 4 genes de interesse, também foi investigada a sensibilidade da
cepa mrv8A/A comparada com as cepas BWP17+Clp30 e
mrv8A/A+MRV8 aos agentes estressantes osmoéticos NaCl e sorbitol e
agente estressante de membranas SDS em diferentes concentragbes e
condicbes de incubacdo, porém ndo foi observada diferengca de
crescimento entre as cepas. Para os testes com SDS realizados em meio
base SD nao foi observado crescimento algum das cepas investigadas
(Tabela 5). Por isso, foram realizados testes de crescimento em meio

liquido SD contendo diferentes concentragdes de SDS e 5% de etanol a
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30 °C/24 h, porém nado foi observada diferenga significativa de

crescimento entre as cepas (Figura 43) (Método 4.6).

Tabela 5- Caracterizacdo funcional do crescimento das cepas
BWP17+Clp30, mrv8A/A e mrv8BA/A+MRV8 na presengca dos agentes
estressantes NaCl, sorbitol e SDS em diferentes concentragdes e
condicbes de incubagao

Condicdes | MRVS8
SD+1,5 M de NaCl- 30°C e 37°C Sem diferenca
SD+2 M de NaCl- 30°C e 37°C Sem diferenca
SD+2,5 M de NaCl- 30°C e 37°C Sem diferenca
SD+1,5 M de sorbitol- 30°C e 37°C Sem diferenca
SD+2 M de sorbitol- 30°C e 37°C Sem diferenca
SD+2,5 M de sorbitol- 30°C e 37°C Sem diferenca
YPD+0,06% de SDS- 37°C Sem diferenca
YPD+0,1% de SDS- 30°C e 37°C Sem diferenca
YPD+0,15% de SDS- 30°C e 37°C Sem diferenca
YPD+0,01% de SDS- 30°C e 37°C Sem diferenca
SD+0,06% de SDS- 30°C e 37°C Nao houve crescimento de nenhuma das
cepas
SD+0,1% de SDS- 30°C e 37°C Nao houve crescimento de nenhuma das
cepas
SD+0,15% de SDS- 30°C e 37°C Nao houve crescimento de nenhuma das
cepas
SD+0,2% de SDS- 30°C e 37°C Nao houve crescimento de nenhuma das
cepas
2.0~ o s
/RS 3 SD +0.01% SDS 3 SD +0.1% SDS
. B3 SD +0.015% SDS 3 SD +0.15% SDS
68"1.0- 3 SD +0.03% SDS 3 SD +0.2% SDS
a ED SD +0.06% SDS BB SD + 5% Etanol
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Figura 43- Crescimento das cepas BWP17+Clp30, mrv8A/A e mrv8A/A+MRV8 em meio
SD suplementado com diferentes concentragbes de SDS e 5% de etanol a 30 °C/24 h
determinado por medigdo da DOeoo. Teste de Tukey, *p < 0,05.
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As cepas também foram avaliadas quanto a capacidade
de danificar as células epiteliais bucais, onde foi observado que a cepa
mrv8A/A apresentou defeito significativo para dano comparado ao dano
provocado pela cepa parental e a complementacgao reconstituiu o fenétipo
nos mesmos hiveis que a cepa parental (Figura 44) (Método 4.13). Desta
forma, foi verificada a capacidade de invasdo, aderéncia e filamentagao

sobre as células epiteliais.
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Figura 44- Dano celular provocado pelas cepas BWP17+CIp30, mrv8A/A e
mrv8A/A+MRV8 em células epiteliais bucais da linhagem TR146 determinado por
medicdo dos niveis da liberagdo da enzima lactato desidrogenase (LDH) expressado
como porcentagem considerando dano total provocado pela cepa BWP17+Clp30
(100%). Teste t, *p < 0,05.

Para o ensaio de invasdo em células epiteliais bucais nos
tempos de contato de 3 e 6 h foi observada leve reducdo do numero de
células invasoras para a cepa mrv8A/A e recuperacao do fendtipo para a
cepa complementada, porém a diferengca nao foi estatisticamente
significante (Figura 45). As imagens do ensaio de invaséo revelam que as

hifas formadas pelas cepas parental e complementada parecem ser mais
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compridas € com mais ramificacbes que aquelas formadas pela cepa

mutante nos dois tempos analisados (Figura 46) (Método 4.13).
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Figura 45- Contagem de hifas invasoras das cepas BWP17+Clp30, mrv8A/A e
mrv8A/A+MRV8 sobre monocamadas de células epiteliais bucais (TR146) em contato
por 3 e 6 h. Teste t, *p < 0,05.

BWP17+Clp30 mrv8A/A mrv8A/A+MRV8
) - - -
) - - -
Figura 46- Hifas invasoras das cepas BWP17+Clp30, mrv8A/A e mrv8BA/A+MRV8

coradas com Alexa flior 488 e calcofluor branco sobre monocamadas de células
epiteliais bucais (TR146) em contato por 3 e 6 h.
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O ensaio de aderéncia foi realizado no tempo de 3 h de
contato mostrando que ndo houve diferenca estatisticamente significante
entre o perfil de aderéncia das cepas estudadas (Figura 47) (Método
4.13).
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Figura 47- Quantificacdo de células das cepas BWP17+CIp30, mrv8A/A e
mrv8A/A+MRVS8 aderidas as células epiteliais bucais (TR146) em contato por 3 h. Teste
t,*p <0,05.

O comprimento das hifas aderidas as células epiteliais
bucais em interacdo por 3 e 6 h foi semelhante entre as cepas
BWP17+Clp30 e mrv8A/A (Figura 48) (Método 4.7).
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Figura 48- Comprimento das hifas das cepas BWP17+CIp30, mrv8A/A e mrv8A/A+MRV8
aderidas as células epiteliais bucais (TR146) em contato por 3 e 6 h. Teste t, *p < 0,05.

Para tentar explicar o defeito para dano da cepa mrv8A/A,
foi checado o crescimento de microcolonias sobre as células epiteliais
bucais em interagcao por 24 h. As dimensdes das microcolonias foram
medidas mostrando que as microcblonias formadas pela cepa mutante
foram significativamente menores que aquelas formadas pela cepa
parental e a complementacéao reconstituiu o fenétipo, como pode ser visto
no grafico e imagens apresentadas na Figura 49. As dimensbes das
microcolOnias também foram avaliadas sobre o plastico e os resultados
foram similares aos obtidos para interacdo com as células epiteliais
bucais, as microcolénias formadas pelas cepas mutantes foram
estatisticamente menores e a complementagao recuperou o fendtipo
(Figura 50) (Método 4.7).
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Figura 49- Dimensdes das microcoldnias formadas pelas cepas BWP17+Clp30, mrv84/A
e mrv8A/A+MRV8 crescidas sobre as células epiteliais bucais (TR146) por 24 h coradas
com calcofluor branco. Teste t, *p < 0,05.
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Figura 50- Dimensdes das microcoldnias formadas pelas cepas BWP17+Clp30, mrv8A/A
e mrv8A/A+MRV8 crescidas sobre o fundo da placa de 12 pogos em meio DMEM por 24
h. Teste t, *p < 0,05.
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Foi verificado o padrdao de invasdo das cepas
BWP17+Clp30, mrv8A/A e mrv8A/A+MRV8 em 15 e 4% de agar
contendo agar Spider ou 10% de SFB semeadas entre duas camadas de
meio de cultura mostrando que todas as cepas foram capazes de
filamentar com padrées semelhantes entre elas, como mostrado nas

imagens da Figura 51 (Método 4.7).
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Figura 51- Verificagdo do padrdo de invasdo das cepas BWP17+Clp30, mrv8A/A e
mrv8A/A+MRV8 em 1,5 e 4% de agar Spider medium ou com 10% de SFB a 30 e 37 °C
por 7 dias de incubacao.

mrv8A/A+
MRV8

A patogenicidade das cepas BWP17+Clp30 e mrv8A/A foi
avaliada no modelo animal experimental ovo embrionado de galinha por 7
dias mostrando que nao houve diferenca estatisticamente significante
entre as cepas como mostrando na Figura 52 (Método 4.14).
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Figura 52- Curva de sobrevivéncia para os ovos embrionados infectados com as cepas
BWP17+CIp30 e mrv8A/A. Os ovos foram verificados por 7 dias. Teste log-rank, p <
0,05.

Foi avaliada a expressdo dos genes NDT80 e MRV8 em
células de C. albicans em interagdo com células epiteliais bucais e
plastico por 3 e 6 h. A Figura 53 mostra que o gene NDT80 foi mais
expresso na cepa mutante para o gene MRV8 quando em interagdo com
células epiteliais bucais nos dois tempos quando comparada com a
expressao na cepa parental. Assim como o gene MRV8 que também foi
super expresso em interacdo com células epiteliais bucais nos dois
tempos para cepa mrv8A/A (Figura 54) (Método 4.15). Como a cepa
mrv8A/A é mutante para o gene MRVS, foi investigada a presenca de
genes paralogos no genoma de C. albicans. A sequéncia do gene MRV8
foi alinhada com o genoma de C. albicans SC5314 usando a ferramenta
ClustalW2* revelando a presenca de 2 genes paralogos, MRV1 e MRVG6.
Estes genes ainda nao foram caracterizados. MRV6 encontra-se antes de
MRV8 no cromossomo 5 e MRV1 esta localizado no cromossomo 4.

Ambos apresentam mais de 70% de similaridade com a sequéncia de

* Disponivel em: http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2.index.html
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nucleotideos de MRV8 e mais de 50% de similaridade com a sequéncia
de aminoacidos de Mrv8p. De acordo com a analise BLAST, os pares de
primers desenhados para anelar na sequéncia do gene MRVS8 poderiam
se anelar aos genes MRV1 e MRV6. O gene MRVS8 é considerado unico
para a espécie C. albicans, embora seja encontrado na espécie C.
dubliniensis, porém os genes MRV1 e MRV6 sao unicos somente para a

espécie C. albicans (CGD).
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Figura 53- Expressdo do gene NDT80 em células das cepas BWP17+CIp30 e mrv8A/A
em contato com células epiteliais bucais (TR146) e plastico por 3 e 6 h. O controle foi
constituido por células de cultura em YPD a 30 °C/16-18 h. O gene ACT1 foi usado como
normalizador.
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Figura 54- Expressao do gene MRVS8 em células das cepas BWP17+CIp30 e mrv8A/A
em contato com células epiteliais bucais (TR146) e plastico por 3 e 6 h. O controle foi
constituido por células de cultura em YPD a 30 °C/16-18 h. O gene ACT1 foi usado como
normalizador.
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A Figura 55 mostra o perfil de expressdo dos genes
paralogos MRV8, MRV1 e MRV6 em células das cepas BWP17+Clp30 e
mrv8A/A crescidas em condi¢cdes sésseis em meio YNB com 100 mM de
glicose por 24 h a 37 °C, utilizando os novos primers desenhados (“GOI”-
gPCR-for e “GOI’-qPCR-rev). Os resultados obtidos mostraram mais uma
vez a expressao do gene MRVS8 para a cepa mrv8A/A, indicando
inespecificidade do par de primers. Ainda sim, podemos observar que a
expressao do gene MRV8 foi maior para a cepa parental que para a cepa
mutante. Entretanto, a expresséo dos outros dois genes paralogos, MRV1
e MRV6, parecem ser "down" regulados para a cepa parental quando
comparada com a expressao do gene MRV8. Os RNAs extraidos foram
utilizados como template para reacao de gPCR, o qual ndo foram

observados produtos amplificados (Método 4.15).
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Figura 55- Expressdo dos genes paralogos MRV8, MRV1 e MRV6 em células das cepas
BWP17+CIp30 e mrv8A/A crescidas em fase de biofime em meio YNB+100 mM de
glicose a 37 °C/24 h. O grupo controle foi composto por células planctbnicas crescidas
em meio YNB+100 mM de glicose a 30 °C/24 h. O gene ACT1 foi usado como
normalizador.



6 DISCUSSAO

Avaliando os resultados, foi observado que as analises de
quantificacdo de células desprendidas, atividade metabdlica,
quantificacdo de biomassa e analise visual apresentaram os resultados
mais confiaveis para a selecdo das cepas e estudo de cepas mutantes.
Os resultados obtidos para a contagem de UFC/mL das células aderidas
ao biofiime com o uso do sonicador (quantificagdo de células viaveis)
foram interpretados com cautela, pois este método pode fornecer
resultados falsos. Cepas cuja agregacdo € menor podem se soltar mais
facilmente e fornecer um valor mais alto na contagem de UFC/mL,
enquanto que um biofilme cujas células se coagregam intensamente
restara poucos agregados e, consequentemente, um valor mais baixo
para contagem de UFC/mL. Taff et al. (2011) avaliaram 7 métodos de
quantificacdo de biofilme usando a cepa DAY 185 (tipo selvagem) e cepas
mutantes para os genes ALS3 e ALS1/ALS3. Os autores observaram que
o método do XTT foi 0 mais reprodutivel, apresentou melhor acuracia e foi
o mais eficiente para quantificar a formagao de biofilme. A contagem de
células viaveis foi um método reprodutivel e considerado razoavel para
quantificacao de biofilme. Entretanto, os autores ressaltaram que métodos
que requerem a remocao do biofilme aderido, como quantificagao total de
DNA, gPCR, proteina total e quantificacdo de células viaveis, pode
fornecer uma coleta de células inconsistente. O método de analise da
biomassa tem sido utilizado para analisar a formacado de biofilme por
cepas mutantes em comparagao com a cepa tipo selvagem (Nobile et al.,
2005, 2009, 2012).

Nobile et al. (2012) avaliaram 165 reguladores
transcricionais quanto a formagao de biofilme de C. albicans através da
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medida da biomassa e anadlise visual, dos quais 6 mutantes foram
selecionados para estudo da rede de circuito de controle transcricional:
ber1A/A, tec1A/A, efg1A/A, ndt80A/A, rob1A/A e brg1A/A. Foi demonstrado
que 1061 genes foram regulados por pelo menos um dos 6 reguladores
de biofilme. Além disso, foi observado que os 6 reguladores controlam a
expressao dos outros reguladores: os 6 reguladores ligam-se as regides
promotoras de BCR1, TEC1, EFG1 e BRG1; Tec1, Efg1, Ndt80 e Rob1
ligam-se a ROBT1; Efg1 e Ndt80 ligam-se a NDT80; sendo que a
regulagao entre os reguladores € positiva. Ber1, Efg1, Ndt80, Rob1 e Brg1
sdo ativadores e repressores de seus genes alvos, enquanto que Tec1
age somente como ativador em genes envolvidos com a formagéo de
biofilme. Assim, considerando todos os genes alvos dos 6 reguladores, a
rede de genes do biofilme compreende 15% do genoma de C. albicans.
Sendo assim, o screening de 34 cepas mutantes de C. albicans para
genes com fungdo desconhecida revelou 9 genes com fungao envolvida
na formacdao e desenvolvimento de biofiime, foram eles: DUR31
(ORF19.6656), ORF19.7504, ORF19.6501, ORF19.823, ORF19.7170,
PGA32 (ORF19.6784), ORF19.6847, MRV8 (ORF19.3908) e DOT5
(ORF19.5417).

O gene ORF19.6656 selecionado no presente estudo foi
descrito por Mayer et al. (2012a). Este gene chamado DUR31 codifica um
transportador de sdédio localizado na membrana plasmatica, o qual nao
apresenta homologia com nenhum gene humano. Foi demonstrado o
papel de Dur31 na assimilagao de poliamina (espermidina) como fonte de
nutriente, importagdo de histatina 5 levando a suscetibilidade a esta
substancia e contribuicdo para viruléncia mediada pela filamentacao
observada em meio solido como resultado de alcalinizacdo extracelular,
destruicdo epitelial e endotelial e evasdo imune. Suas multiplas fungoes
transportadoras e exclusividade na célula de C. albicans despertam o
interesse para investigagdes mais extensivas das fungbes deste gene na
formagao de biofilme.
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O gene ORF19.7504 selecionado através de testes em
biofiime €& supostamente um componente do complexo da proteina
fosfatase 2A apresentando um gene ortdlogo no genoma de
Sacharomyces cerevisiae, RTS3, que também parece ser um
componente da mesma proteina (CGD; SGD). A cepa mutante para este
gene apresentou elevada atividade metabdlica e menor quantidade de
células desprendidas no tempo de desenvolvimento de 12 h, sugerindo
defeito para o brotamento de novas células ou destacamento da célula
mae. Além disso, apresentou efeito temporal diferenciado para formagao
de biofilme com menor atividade metabdlica para os tempos de 4 e 48 h e
maior atividade metabdlica para 12 h de desenvolvimento.

O biofilme para a cepa mutante para o gene ORF19.7170
apresentou menor valor para atividade metabdlica e mais células
desprendidas nos primeiros estagios de desenvolvimento do biofilme,
além de biomassa menor e aparéncia irregular quando comparado com a
cepa parental. Estes resultados podem indicar a falta de funcbes
relacionadas a fisiologia da célula ou morfologia.

As cepas mutantes para os genes MRV8 e ORF19.6847
apresentaram fendtipos similares e interessantes para formacado de
biofilme quanto ao valor obtido para a biomassa que foi estatisticamente
menor que a biomassa obtida para a cepa parental, além da aparéncia
visual irregular, sugerindo que estes genes possam estar relacionados a
producao de matriz extracelular.

Os resultados obtidos para a cepa mutante para o gene
DOT5, como menor biomassa e aparéncia irregular do biofilme, sugerem
deficiéncia na produgdo de matriz extracelular. Este gene é um suposto
tiol peroxidase nuclear envolvido na desintoxicagcao de espécies reativas
de nitrogénio que sao produzidas por neutréfilos (Miramén et al., 2012).

A cepa mutante para o gene ORF19.6501 liberou mais
células dispersas nos tempos de 4 e 24 h de crescimento do biofilme,

além de apresentar aparéncia irregular para analise visual. Este gene
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apresenta supostamente atividade como lipase monoglicerol responsavel
por catalisar a reagao de agua com acilglicerol produzindo acido graxo e
glicerol. Foi demonstrado que o glicerol esta envolvido na aderéncia,
acumulo de biomassa, formacao de biofilme em cateter venoso central de
rato e regulagdo da expressao dos genes das adesinas Als1p, Als3p e
Hwp1p, porém o mecanismo de acdo especifico do glicerol para a
formagao de biofiime de C. albicans ainda permanece desconhecido
(Desai et al., 2013).

No presente estudo, a cepa mutante para o gene
ORF19.823 mostrou fendtipo alterado para atividade metabdlica e
aparéncia visual do biofilme em relagdo a cepa parental, indicando
possivel defeito para organizagéo da arquitetura tridimensional do biofilme
provavelmente por conter menos células.

O gene ORF19.6784, chamado PGA32, é uma suposta
proteina da parede celular fixada a [-1,6-glucana por meio de
glicofosfatidilinositol (Glycophosphatidylinositol- GPI). O biofilme para a
cepa mutante deste gene apresentou menor atividade metabdlica para os
estagios de 1,5, 4 e 48 h de crescimento. Foram identificadas proteinas
ancoradas ao GPIl que s&o importantes fatores de viruléncia com fungao
de aderéncia e atividade histolitica, por exemplo. Os genes da mesma
familia que PGA32, PGA59 e PGA62, participam da estabilidade e
estrutura da parede celular e apresentam menor papel para morfogénese
da hifa, porém nao sao criticos para formagao de biofilme (Moreno-Ruiz et
al., 2009). Wilson D et al. (2014) mostraram que o gene PGA16
desempenha papel importante na interagdo patdgeno-hospedeiro
mediando a ramificagdo de hifas e dano epitelial in vitro.

Os biofilmes das cepas mutantes e parental foram
crescidos apos o tempo de aderéncia em meio YNB com 100 mM de
glicose suplementado com 2,5% de etanol. Os resultados mostraram
maior sensibilidade de quatro cepas mutantes, dur31A/4A, orf19.823A/4,
pga3240/A e mrv8A/A, no tempo de desenvolvimento de 24 h. Ao
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contrario, no tempo de 48 h foi observado aumento de tolerancia e
adaptacdo nas cepas sem o genes ORF19.7504, 6501, 6847, MRVS e
DOT5. O alcool € um metabdlito produzido durante o crescimento
anaerdbico que afeta o crescimento das células, mas por outro lado é
considerado uma molécula sinalizadora. Chauhan et al. (2013) avaliaram
os efeitos de alcoois de cadeia curta como butanol, propanol, isobutanol,
isopropanol e butanol terciario em filamentagado, crescimento, viabilidade
e desenvolvimento de biofime de C. albicans mostrando que
concentragbes baixas variando de 0,5-4% foram capazes de inibir o
crescimento das células e bloquear a transicao de leveduras para hifas
sem afetar a viabilidade celular. Além disso, os autores também obtiveram
reducdo da atividade metabdlica do biofime de 24 h em 50-60%,
resultado semelhante ao obtido neste estudo, porém foi interessante
observar que no tempo de 48 h algumas cepas mutantes se adaptaram e
foram tolerantes ao etanol sugerindo sinalizagdo negativa para o biofilme
percebido por estes genes, ORF19.7504, 6501, 6847, MRV8 e DOT5, que
estdo ausentes na cepa parental. Os autores sugerem que os alcoois sao
moléculas sinalizadoras importantes, pois sdo produzidas em condi¢cdes
anaerdbicas de crescimento que bloqueia totalmente a producdo da
molécula sinalizadora farnesol. Condicdes anaerdbicas suportam a
producdo de alcoois que inibem a filamentacdo e podem favorecer a
disseminagao das leveduras para sitios com baixa concentracdo desta
molécula (Chauhan et al., 2013).

Foi demonstrado que a proteina alcool desidrogenase
codificada pelo gene ADH1, responsavel por catalisar a conversao de
acetaldeido em etanol, foi down regulada durante a formacao do biofilme
de C. albicans. A cepa adh1A/A apresentou maior habilidade de formar
biofilme in vitro e in vivo e invadir e danificar células da mucosa do tecido
do hospedeiro. Solugdes de alcool variando de 2-80% foram adicionadas
as células aderidas de C. albicans e os biofilmes foram avaliados apds 24

h de incubacado. Na presenca de 10% de etanol foi observada reducao
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significativa da atividade metabdlica e biomassa, demonstrando que sob
condigdes de inibigdo por produtos metabdlicos toxicos para o biofilme, o
gene ADH1 pode ser down regulado de forma a evitar a toxicidade
mediada pelo etanol proveniente do metabolismo (Mukherjee et al., 2006).

O zinco é um importante micronutriente envolvido em
muitos processos celulares, como por exemplo, € componente da
imunidade nutricional do hospedeiro e cofator de enzimas do hospedeiro
e do patogeno (Nobile et al., 2009; Citiulo et al., 2012). A expressao do
fator de transcricao Zap1p € dependente da concentragcado de zinco. Este
fator de transcricdo esta diretamente implicado na formacao de biofiime,
pois € um regulador negativo para a producédo de (-1,3 glucana, que é o
componente majoritario da matriz extracelular do biofilme maduro (Nobile
et al., 2012). Além disso, Zap1p apresenta fungdes contrarias: promove o
acumulo de farnesol, um inibidor da formagdo de hifas e promove o
acumulo de inibidores de células leveduriformes, porém o controle destas
vias e a conexao entre moléculas do quorum-sensing e matriz extracelular
ainda sao desconhecidas (Ganguly et al., 2011). A hipotese de que a falta
de zinco no biofilme poderia afetar o desenvolvimento do biofilme
diminuindo a atividade metabdlica e favorecendo a dispersédo das células
foi testada neste estudo. Entretanto, para os biofilmes da cepa parental
formados por 1,5, 24 e 48 h em meio de cultura com e sem 5 yM de
ZnS04 nao houve diferengca para atividade metabdlica e dispersao das
células.

A possibilidade de que a adi¢cao de 100 yM de farnesol
apos 24 h de formacao do biofilme poderia afetar a morfologia das células
diminuindo a atividade metabdlica e por outro lado aumentando a
disperséo das células foi testada. De maneira geral, a adicdo de farnesol
ndo causou grande efeito no desenvolvimento dos biofilmes, exceto para
a cepa mutante para o gene ORF19.6501 que apresentou significativa
redugdo da atividade metabdlica, enquanto que a dispersao das células

para a cepa mutante para o gene ORF19.823 também apresentou
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significativa redugcdo. A auséncia de resultados esperados pode ser
explicada pelo estudo de Ramage et al. (2002) que avaliaram o efeito de
diferentes concentragdes de farnesol (0-300 uM) na formagao de biofilme
por C. albicans. O farnesol foi adicionado aos biofilmes com tempo de
desenvolvimento de 0, 1, 2, 4 e 24 h e o biofilme foi avaliado apd6s 24 h de
incubacédo. A reducao de formacédo do biofiime foi dose-dependente e
dependente do tempo de desenvolvimento, em que para a maior
concentracdo utilizada houve prevencdo da formacdo de tubos
germinativos, resultando num biofilme escasso ou nao existente quando
adicionado nos periodos de pré-incubagdo. Analise microscopica
demonstrou que uma vez que a formagéo da hifa tinha iniciado, ela néao
foi inibida pela adicdo de farnesol e a formagédo do biofilme n&o foi
afetada, porém o biofiime maduro de 24 h apresentou valor baixo para
leitura da atividade metabdlica (XTT).

Com os 9 genes de interesse selecionados, partiu-se para
a construcdo das cepas complementadas. Foram obtidos 6
transformantes para os genes ORF19.823, ORF19.7504, MRVS,
ORF19.7170, ORF19.6847 e DOT5 com o plasmidio TOPO. A seguir, foi
possivel a construcao de 4 cepas complementadas:
orf19.823A/A+0ORF19.823, orf19.7170A/A+ORF19.7170,
orf19.6784A/A+0ORF19.6784 e mrv8A/A+MRVS8. As demais cepas
complementadas nao foram construidas devido a dificuldades técnicas,
como na amplificacdo de genes, ligacdo do inserto ao plasmidio Clp10 e
na transformagdo da cepa E. coli DH5a com os plasmidios e insertos
construidos.

O estudo do gene ORF19.823 nao revelou nenhuma
evidéncia de participagdo na interagdo patdégeno-hospedeiro de acordo
com os testes realizados. A cepa mutante para o gene ORF19.823 nao
apresentou defeito algum para a caracterizagdo funcional e nem para
filamentagdo em meio liquido e sdlido. A cepa orf19.823A/A apresentou o

mesmo padrao de crescimento quando comparada a cepa parental na
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presenca de diferentes fontes de carbono e nitrogénio e frente a
diferentes fontes de estresse oxidativo, osmoético, térmico e da parede
celular. A principio, o crescimento de orf19.823A/A na presenga do agente
estressor da parede celular calcofluor branco foi afetado, assim os testes
foram repetidos em meio liquido, porém nao houve diferenga significativa
entre as cepas. Estes resultados indicam que o gene ORF19.823 néo é
importante para expressao das caracteristicas basicas de sobrevivéncia e
defesa da levedura C. albicans.

Os testes em biofilmes com as cepas 0rf19.8234/A e
orf19.8234/A+ORF19.823 revelaram que os resultados obtidos no
screening nao foram reprodutiveis. Para a selecdo dos genes de
interesse, a cepa orf19.823A/A tinha produzido biofilmes nos tempos de
1,5, 4 e 48 h com menor atividade metabdlica, mas na repeticao dos
experimentos incluindo a cepa complementada os resultados anteriores
nao foram reproduzidos, provavelmente devido a pequena diferenca
alcangada anteriormente ou variagao biolégica. Porém para analise visual
foi observada diferenca na aparéncia do Dbiofime formado por
orf19.823A/A que mostrou ser desigual. Os resultados para determinagao
da biomassa foram semelhantes entre o screening e a segunda etapa
incluindo a cepa complementada. Os achados mostram fraca participacéo
do gene ORF19.823 na formagéao e desenvolvimento do biofilme.

A cepa o0rf19.823A/A também foi avaliada quanto a
capacidade de causar dano nas células epiteliais bucais apresentando
fendtipo comparavel a cepa parental. Este resultado ja era esperado ja
que a cepa orf19.823A/A nao apresenta defeito para formacao de hifas e
nem formagao de biofilme que sao fatores de viruléncia importantes no
processo de infeccado (Junqueira et al., 2011; Mayer et al., 2012a). Como
nao foi observado dano nas células epiteliais bucais causados pela cepa
orf19.823A/A, nao foram realizados os ensaios de aderéncia e invasao,

uma vez que estes sédo passos que antecedem o dano epitelial, e teste de
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patogenicidade em ovo embrionado de galinha que € um modelo de
infeccdo mais complexo e por isso com mais alternativas de defesa.

A cepa mutante para o gene ORF19.7170 nao apresentou
defeito algum para caracterizagao funcional e filamentagcédo, embora tenha
apresentado leve defeito para acumulo de biomassa e dano celular. Para
caracterizagao funcional, a cepa orf19.7170A/A apresentou crescimento
comparavel a cepa parental na presencga de diferentes fontes de carbono
e nitrogénio e condigbes de estresse. Além disso, ndo apresentou defeito
para filamentacdo em meio solido.

O screening revelou que o biofilme de 4 h formado pela
cepa orf19.71704/A foi menos metabolicamente ativo que o biofilme
formado pela cepa parental, porém o resultado nao foi reprodutivel
quando avaliado novamente com a cepa complementada. Em adigao, a
atividade metabdlica também foi avaliada nos tempos de 1,5, 24 e 48 h
sem diferenca significativa entre as cepas. Para analise da biomassa,
anteriormente o biofiime formado pela cepa o0rf19.7170A4/A nao tinha
apresentado defeito para acumulo de biomassa quando crescido em
Spider medium por 60 h. Assim, foram avaliadas outras condigbes de
crescimento em meio RPMI-MOPS e YNB com 100 mM de glicose por 48
h mostrando acumulo de biomassa semelhante entre as cepas quando
crescida no primeiro meio de cultura e acumulo de biomassa
significativamente menor em YNB com 100 mM de glicose por 48 h,
porém a analise visual revelou que os biofiimes crescidos neste meio
apresentaram aparéncia desigual sem evidéncias de estrutura
tridimensional madura.

A cepa 0rf19.71704/A danificou menos as células
epiteliais bucais em interagdo por 24 h, mas o resultado nao foi
estatisticamente significante. Em um estudo recente foi avaliado o papel
de genes unicos de C. albicans para a interacdo patégeno-hospedeiro,
mostrando que a cepa orf19.7170A/A também apresentou leve dano para

células epiteliais bucais em interacdo por 15 h, porém sem diferenca
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estatisticamente significante e em interagdo por 24 h com diferenca
estatisticamente significante (Wilson D et al.,, 2014). Estes resultados
indicam que o gene ORF19.7170 pode estar relacionado a interagao
patdgeno-hospedeiro apresentando papel importante, mas que na falta
deste gene outros genes com fungdo semelhante podem estar super
expressados compensando a falta de ORF19.7170.

O terceiro gene selecionado foi ORF19.6847. Este gene
ndo € um gene unico para fungos e apresenta um gene ortélogo no
genoma de S. cerevisiae chamado TRM44 que codifica uma proteina
necessaria para a 2'-O-metilacdo de U44 de RNAt de espécies de serina
necessaria para manter a estabilidade e estrutura deste RNAt. A cepa
mutante de S. cerevisiae para TRM44 nao apresenta defeito de
crescimento observavel para temperaturas variando de 18 a 37 °C em
meio minimo ou enriquecidos com glicose ou glicerol, porém o mutante
duplo para TRM44 e TAN1, que codifica N4 acetiltransferase de citidina
de RNAt, apresenta defeito de crescimento a altas temperaturas
primariamente devido a perda de RNAtSer(CGA) e secundariamente a
perda de RNAtSer(UGA) reforcando a importancia de modificacbes para a
estabilidade do RNAt (Kotelawala et al., 2008).

A cepa 0rf19.6847A/A nao apresentou fenétipo claro para
caracterizacao funcional com diferentes fontes de carbono e nitrogénio e
agentes estressantes e nem defeito para filamentacdo em meio sélido ou
liquido, assim como nao foi observado defeito para S. cerevisiae mutante
para TRM44 em diferentes condigbes de crescimento (Kotelawala et al.,
2008).

O papel do gene ORF19.6847 na formagdo e
desenvolvimento do biofilme foi avaliado quanto a atividade metabdlica
nos tempos de desenvolvimento de 1,5, 4, 24 e 48 h incluindo a cepa
complementada mostrando que nao houve diferenca estatisticamente
significante entre as cepas, como obtido no screening das cepas. O

biofiime da cepa 0rf19.6847A/A acumulou menos biomassa quando
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crescido em meio RPMI-MOPS por 48 h e Spider medium por 48 e 60 h,
porém a diferenga nao foi estatisticamente significante como obtida para a
etapa de selegcdo do gene. A analise visual revelou que os biofilmes
crescidos no meio RPMI-MOPS por 48 h formaram um biofilme mais
robusto e maduro em que se pode observar diferenga clara entre a cepa
orf19.6847A/A e as cepas parental e complementada, pois formou um
biofilme mais irregular com aparéncia menos adesiva. Estes resultados
indicam que o gene ORF19.6847 pode estar envolvido na producao de
matriz extracelular, pois n&o foi observada reducdo de atividade
metabdlica. Seneviratne et al. (2009) relataram que a atividade metabdlica
esta diretamente relacionada com a quantidade de células, indicando que
a reducao da biomassa pode estar relacionada com menor quantidade de
matriz extracelular no biofilme. Desta forma, foi quantificada B-1,3
glucana, que é o componente majoritario do biofilme de Candida (Nett J et
al., 2007), dos biofiimes formados pelas cepas parental, orf19.6847A/A e
orf19.6847A/A+ORF19.6847, revelando que o biofilme formado pela cepa
orf19.6847A/A produziu significativamente menos (-1,3 glucana que o
biofiime formado pela cepa parental, porém a complementagcao nao foi
suficiente para reconstituir o fendtipo perdido. Isto deve ter ocorrido
devido ao fendtipo de haploinsuficiéncia, enfraquecimento da regulagéo
transcricional ou alteragdo da funcdo do gene devido a integracao
ectdpica (Bonhomme et al., 2011; Wilson D et al., 2014).

Taff et al. (2012) investigaram o papel de duas
glucanosiltransferases (BGL2 e PHR1) e 1 glucanase (XOG1) na entrega
e acumulo de B-1,3 glucana na matriz extracelular de biofiime de C.
albicans. Foi observado que as cepas mutantes para estes genes
produziram 10 vezes menos [3-1,3 glucana que a cepa tipo selvagem, os
biofiimes sequestraram menos moléculas do antifungico fluconazol e
foram de 35 a 70% mais sensiveis, enquanto que as células planctonicas
nao apresentaram diferenca de susceptibilidade em relacdo a cepa
selvagem, o qual se pode inferir que estes sejam fendtipos especificos
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para a organizacao em biofilme. Além disso, 0 uso de glucanase no
biofilme resultou em desagregacao, menos 3-1,3 glucana e acumulo de
biomassa sugerindo que a matriz de [(-1,3 glucana fornece fungéo
adesiva dentro da matriz do biofilme. O gene responsavel pela sintese de
glucana, FKS1, foi super expresso nas cepas mutantes restaurando
parcialmente o fendtipo dos mutantes. Os resultados indicaram que FKS1
sintetiza glucano na membrana citoplasmatica e os genes BGL2, PHR1 e
X0OG1 sao responsaveis pela entrega e arranjo de B-1,3 glucana na matriz
extracelular do biofilme. Seguindo esta ideia, foi investigado se a falta do
gene ORF19.6847, que supostamente € importante para a produgao de [3-
1,3 glucana na matriz extracelular, tornaria o biofilme mais susceptivel
aos agentes antifungicos. Primeiro, foram realizados testes antifungicos
nas células planctbnicas das cepas parental, 0rf19.6847A/A
orf19.6847A/A+ORF19.6847 aos antifungicos fluconazol, anfotericina B e
caspofungina obtendo valores de CIM e perfil de sensibilidade iguais para
as trés cepas. Os biofimes formados pelas trés cepas apresentaram
perfis de susceptibilidade semelhantes aos trés antifungicos testados. O
antifungico fluconazol foi ineficaz em todas as concentracbes testadas,
seguido pela anfotericina B que apresentou atividade somente em altas
concentragbes e, por fim, a caspofungina mostrou-se mais eficaz na
reducdo da atividade metabdlica dos biofilmes. Estes resultados
corroboram com os dados da literatura que descreveram o biofilme de C.
albicans como resistente ao fluconazol, susceptivel a altas concentragdes
de anfotericina B e potente atividade de representantes da classe das
equinocandinas, como caspofungina, na redug¢ao do biofilme (Kuhn et al.,
2002; Uppuluri et al., 2011). A matriz extracelular do biofilme maduro tem
sido destacada como importante fator de protecdo contra a agao dos
agentes antifungicos por prevenir o acesso as células do biofilme
(Bonhomme, D'Enfert, 2013). Nett JE et al. (2011) verificaram que a cepa
mutante para o gene SIM1, que participa da produgao de -1,3 glucana

na parede celular e matriz extracelular, formou biofilme mais susceptivel
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ao fluconazol, anfotericina B e a equinocandina anidulafungina, porém
vale lembrar que a reduzida suscetibilidade do biofilme de C. albicans aos
antifungicos € um processo multifatorial orquestrado por alta densidade
celular e aumento da atividade metabdlica, super expressao dos alvos
dos antifungicos, produgcdo de bombas de efluxo, heterogeneidade da
populagdo do biofilme e presenca de células persistentes que sao
subpopulagdes de células altamente tolerantes a condicdes de estresse
(Nobile, Mitchell, 2006; Ramage et al., 2012; Bonhomme, D'Enfert, 2013).

A cepa 0rf19.6847A/A produziu menos dano na
monocamada de células epiteliais bucais que a cepa parental com
reconstituicdo do fendtipo para a cepa complementada, porém nio houve
diferenca estatisticamente significante. Mayer et al. (2012a) também
obtiveram reducéo de dano nas células epiteliais bucais em interagao por
15 h para a cepa o0rf19.6847A/A, com diferenca estatisticamente
significante, em um estudo de selecdo de genes com fungéo
desconhecida quanto a interagdo patdégeno-hospedeiro, refor¢ando o
papel do gene ORF19.6847 como coadjuvante na patogenicidade da
levedura C. albicans. O menor acumulo de biomassa comprometido por
menor producao de [(-1,3-glucana interfere na manutengédo da estrutura
do biofilme formado pela cepa mutante para o gene ORF19.6847, o qual
poderia reduzir a viruléncia desta cepa em modelo de infecgao, uma vez
que a carga fungica e transicdo morfolégica estdo diretamente
relacionadas a ativagado do sistema imune e dano nas células epiteliais
(Gow, Hube, 2012).

A analise in silico mostrou que o gene MRV8 é unico para
a espécie C. albicans e C. dubliniensis, codificando provavelmente uma
proteina integral da membrana celular com quatro regides
transmembrana. Douglas LM et al. (2013) publicaram um estudo
descrevendo a funcdo do gene NCE102 de C. albicans. Este gene
pertence a familia das proteinas MARVEL (MAL e proteinas relacionadas

com o trafego de vesiculas e ligagdo com a membrana), o qual também
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fazem parte os genes MRV6 e MRV1. NCE102Ca apresenta um gene
ortélogo no genoma de S. cerevisiae também chamado NCE702 que
provavelmente age como exportador de proteinas e sensor de
esfingolipidios (Frohlich et al., 2009; Pérez et al., 2013). A cepa mutante
para o gene NCE102 apresentou padrdo de coloragcdo normal ao
calcofluor branco e nao mostrou significante aumento da sensibilidade a
uma variedade de farmacos e também nao foi capaz de invadir baixa
concentragdo de agar, mas em alta concentragdo recebeu um sinal
compensatoério invadindo melhor. Além disso, apresentou defeito de
filamentagdo em meio liquido em pouco tempo de incubacao (7-17 h) e as
células apresentaram morfologia arredondada devido ao defeito na
organizagdo de fibras de actina que também explica o defeito para
filamentagao e crescimento invasivo levando a diminuicao da viruléncia e
formacao de hifas anormais in vivo (Douglas LM et al., 2013).

As proteinas pertencentes a familia MARVEL séao
proteinas transmembrana contendo 4 regides transmembrana com as
regides N- e C- terminais no citoplasma conservadas nos ascomicetos,
como a levedura S. cerevisiae (Sanchez-Pulido et al., 2002; Scazzocchio
et al., 2010; Douglas LM et al., 2013). Estas proteinas formam complexos
na face interna da membrana plasmatica chamados MCC (compartimento
da membrana ocupado por Can1 arginina permease)/eisosomos que sao
grandes complexos de proteinas que regulam sitios de endocitose que
correspondem a sulcos na membrana citoplasmatica com
aproximadamente 300 nm de comprimento por 50 nm de profundidade
(Frohlich et al., 2009; Douglas LM et al.,, 2011, 2013). Uma possivel
funcdo dos dominios MCC/eisosomos é a regulacdo de proteinas e
lipidios selecionando e separando-os em diferentes areas para entio
serem estabilizados e endocitados seletivamente (Frohlich et al., 2009).

A caracterizagao funcional com diferentes fontes de
carbono e nitrogénio, agentes estressantes e testes de filamentagdo em

meio liquido e solido nédo revelou nenhum defeito claro para a cepa
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mutante para o gene de interesse MRV8. Da mesma forma, Douglas LM
et al. (2013) nao observaram defeito algum para as cepas mutantes
mrv1A/A, mrv2A/4, [mrv2-mrv8JA/A e mrvi[mrv2-mrv8JA/A quanto ao
crescimento invasivo em baixa e alta concentracéo, 1,5 e 4%, de agar
contendo 4% de SFB.

As cepas parental, mrv8A/A e mrv8A/A+MRV8 foram
avaliadas quanto a formacéao de biofilme nos tempos de 1,5, 4, 24 e 48 h,
em que no tempo de 24 h o biofilme formado pela cepa mrv8A/A foi
significativamente menos ativo metabolicamente que o biofilme formado
pela cepa parental e a complementagdo reconstituiu o fendtipo. A
morfologia dos biofilmes formados sobre discos de poliestireno por 24 h
foi avaliada em microscopia eletrénica de varredura (SEM) exibindo
biofiimes mais escassos e com poucas células. Isto deve ter ocorrido
provavelmente devido ao pouco tempo de incubacdo que nao foi
suficiente para formar um biofilme maduro e aderente em meio YNB com
100 mM de glicose ou durante a preparagdo dos espécimes os biofilmes
foram destacados do substrato, visto que no tempo de 24 h o biofilme
ainda ndo se encontra em plena maturacgao.

Como a cepa mrvBA/A apresentou reduzida atividade
metabdlica do biofiime no tempo de 24 h, foi avaliada a curva de
crescimento das cepas parental e mrvBA/A por 24 h mostrando
crescimento semelhante para as duas cepas indicando que o defeito
metabodlico ndo esta relacionado ao defeito de crescimento da cepa
mrv8A/A, mas sim relacionado as condi¢cdes de crescimento em biofilme.

A cepa mrv8A/A também apresentou menor acumulo de
biomassa que a cepa parental com resconstituicdo do fendtipo para a
cepa complementada nos tempos de 48 e 60 h, porém sem diferenca
estatisticamente significante, além de biofilme irregular quando crescida
em meio RPMI-MOPS por 48 h.

Os biofilmes formados sobre discos de poliestireno em

Spider medium por 60 h também foram avaliados quanto a arquitetura por
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MEV revelando que o biofilme formado por mrv8A/A foi constituido
predominantemente por leveduras e pseudohifas formando agrupamentos
espacgados sobre o substrato mostrando qualitativamente menos células e
menor heterogeneidade que o biofilme formado pela cepa parental, o que
poderia justificar o menor acumulo de biomassa pela cepa mutante.
Embora a cepa mutante para o gene MRV8 n&o tenha apresentado
nenhum defeito para os testes de filamentagcao, ela mostrou-se defeituosa
para filamentagdo quando em alta densidade celular na organizagdo em
biofiilme o que poderia indicar que a falta do gene MRVS8 é importante
para a sinalizagao celular levando a continuidade de filamentagcao nestas
condicoes.

Tentando buscar evidéncias para o menor acumulo de
biomassa pelo biofilme da cepa mrv8A/A foi quantificada -1,3 glucana
isolada de matriz extracelular de biofilmes crescidos em meio RPMI-
MOPS por 48 h obtendo alta variabilidade nos valores de quantificacdo
que talvez possa ter acontecido devido a variagdo biolégica ou como o
biofilme formado pela cepa mutante é mais frouxo, talvez tenha sido mais
facil extrair a matriz extracelular.

Os biofilmes formados pelas cepas parental, mrv8A/A e
mrv8A/A+MRV8 também foram submetidos aos testes com antifungicos.
Primeiro, as células plancténicas foram tratadas com os antifungicos
fluconazol, anfotericina B e caspofungina mostrando-se sensiveis a todos
eles e apresentando as mesmas CIM. Os biofiimes tratados com
fluconazol foram resistentes a todas as concentragdes e quando tratados
com anfotericina B, somente as concentragdes mais altas foram eficazes.
Estes resultados foram semelhantes aos obtidos para a cepa mutante
para o gene ORF19.6847 e resultados prévios descritos na literatura
(Kuhn et al., 2002; Uppuluri et al., 2011). Quando os biofilmes foram
tratados com caspofungina foi observado que nas concentragdes mais
altas, 16 e 32 mg/L, os biofiimes foram mais resistentes que nas
concentracbes mais baixas, como por exemplo de 1-8 mg/L, e, ainda



144

assim, o biofilme formado pela cepa mrv8A/A apresentou atividade
metabdlica maior que os biofiimes formados pelas cepas parental e
complementada. Estes resultados foram confirmados por repeticao do
experimento que mostrou que mesmo formando menos biofiime que a
cepa parental, a cepa mutante foi significativamente mais resistente as
altas concentragcbes de caspofungina, 16 e 32 mg/L. Em altas
concentragdes de caspofungina, como concentragdes ndo- terapéuticas, a
célula ativa mecanismos de defesa, como por exemplo sintese de quitina
contribuindo para o aumento da resisténcia provocando um fenémeno
chamado efeito paradoxal ou efeito aguia, porém os genes envolvidos
neste processo ainda sdo desconhecidos (Pierce et al., 2008; Walker et
al., 2013; Rueda et al., 2014). Desta forma, foi avaliada a presenca de
quitina nos biofilmes tratados e nao tratados com caspofungina, porém
nao foi observada diferenca estatisticamente significante entre os
biofilmes. Os resultados obtidos para este teste ndo mostraram correlacéo
entre a menor susceptibilidade do biofime da cepa mutante a
caspofungina com a quantidade de quitina.

Os polissacarideos [(-1,3 glucana e quitina estao
presentes na parede celular de Candida formando ligacbes cruzadas
responsaveis pela integridade estrutural, morfogénese e adaptacéo ao
estresse (Munro et al., 2007; Walker et al., 2008). A producédo da parede
celular é alvo para os antifungicos da classe das equinocandinas que
inibem a sintese de -1,3 glucana, porém tem sido relatada a ocorréncia
de cepas resistentes provavelmente devido a mutagbes no gene
responsavel pela sintese de glucana, FKS1 (Walker et al., 2008, 2013). O
efeito paradoxal parece nao estar envolvido com o0s mecanismos
convencionais de resisténcia as equinocandinas, talvez em altas
concentragbes de caspofungina, a parede celular ativa mecanismos de
recuperacdo, como, por exemplo, aumento da sintese de quitina.
Entretanto, a relevancia clinica do efeito paradoxal é ainda incerta (Rueda

et al., 2014). Este efeito € mais comum em biofilmes e em testes in vitro
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ocorrendo pelo menos duas diluicbes acima da CIM em células
planctdnicas, além de ser mais comum para caspofungina do que para
micafungina e anidulafungina (Chamilos et al., 2007; Walker et al., 2013).
Chamilos et al. (2007) observaram prevaléncia de efeito paradoxal para
culturas plancténicas nos valores de 90% para C. parapsilosis, 60% para
C. albicans, 40% para C. tropicalis e 10% para C. krusei. Walker et al.
(2008) observaram que as vias de sinalizagdo HOG, PKC e calcineurina
medeiam a elevagdo da expressdo dos genes de sintese de quitina,
CHS1, CHS2, CHS3 e CHSS, atividade de sintese de quitina e o conteudo
de quitina em resposta a exposicdo a caspofungina. Calcineurina € uma
importante proteina dependente de calcio composta por uma subunidade
catalitica A (codificada por CNA7) e uma subunidade regulatéria B
(codificada por CNBT). Esta via € ativada pela chaperona molecular
Hsp90 criando uma via de transduc&o de sinais levando a ativagao do
fator de transcricdo Crz1p. A ativagao da via calcineurina em C. albicans
foi relacionada ao processo de apoptose, filamentacido, sobrevivéncia na
presenga de soro, viruléncia e resisténcia a fluconazol e equinocandinas
(provavelmente devido ao aumento da expressdo do gene FKS1,
responsavel pela sintese de [(-glucana) (Blankenship et al., 2003;
Sanglard et al., 2003; Dai et al., 2012).

Foi demonstrado por Rueda et al. (2014) que em altas
concentragbes de caspofungina o volume das células de C. albicans
aumentou e a quantidade de quitina também, porém o aumento de quitina
nao foi suficiente para garantir a sobrevivéncia celular sugerindo que nao
foi suficiente para a adaptacdo a exposicdo a altas concentracdes de
caspofungina e que outros rearranjos na parede celular devem contribuir
para o fenbmeno. Os autores ainda avaliaram a patogenicidade das
células apods exposicdo a caspofungina na larva G. mellonella e foi
observado que as células que exibiram crescimento paradoxal foram

menos patogénicas provavelmente devido a exposi¢cao de B-1,3 glucana
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apos o tratamento com caspofungina que influenciou no reconhecimento
da célula fungica pelo sistema imune da larva.

Nobile et al. (2014) também observaram maior resisténcia
das cepas mutantes pertencentes ao complexo deacetilase de histona
(set3A/A, hos2A/A, snt1A/A e sif2A/A) aos agentes 1,10-fenantrolina, 4-
nitroquinolina-N-6xido, caspofungina e anfotericina B. Os autores nao
detectaram mudangas na expressao de bombas de efluxo, CDR1, CDR2
e CDR3, em células planctbnicas e nem nos biofimes e as cepas
mutantes ndo continham mais -1,3 glucana na matriz extracelular que a
cepa selvagem, sugerindo que a resisténcia dos biofilmes formados pelos
mutantes provavelmente deve-se a outros atributos fisicos especificos do
biofiilme. No presente estudo também foi observado -crescimento
paradoxal significativamente maior para o biofiime da cepa mutante para
o0 gene MRV8 mostrando que este gene parece exercer papel chave na
modulagdo da resisténcia a caspofungina durante a fase de crescimento
em biofilme.

Douglas LM et al. (2013) observam que o gene NCE102,
membro da familia das proteinas MARVEL assim como o gene de
interesse MRVS8, é importante para o crescimento invasivo em agar e
além de desempenhar papel importante na integridade da membrana
plasmatica. Por isso, avaliamos a capacidade da cepa mutante para o
gene MRVS8 de invadir o agar nas concentragdes de 1,5 e 4% contendo
Spider medium ou 10% de SFB mostrando fendtipo semelhante ao das
cepas parental e complementada. A fungdo de manter a integridade da
membrana foi verificada em crescimento em meio liquido frente a
diferentes concentragbes de SDS, que é um surfactante que solubiliza a
membrana celular, e 5% de etanol e crescimento em agar YPD contendo
diferentes concentracées de SDS revelando crescimento normal para as
cepas parental, mrv84/A e mrv8A/A+MRV8. Nao houve crescimento em
agar SD contendo diferentes concentracées de SDS. Como se trata de

um meio minimo, com poucos nutrientes, aliado a um agente estressante
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pode ter havido inibicdo do crescimento das cepas. Os resultados
mostraram que diferente ao observado para o gene NCE102, MRV8 néao
desempenhou fungao relevante para crescimento invasivo e nem para a
manutengao da integridade da membrana.

Para os ensaios de interagdo com as ceélulas hospedeiras,
a cepa mutante para o gene MRVS8 apresentou defeito significativo para
dano causado nas células epiteliais bucais com reconstituicdo do fendétipo
e leve defeito para quantidade de hifas invasoras, porém nao foi
observada diferengca significativa entre as cepas para os testes de
aderéncia e comprimento das hifas sobre a monocamada de células
epiteliais bucais. Wilson D et al. (2014) também verificaram que a cepa
mutante para o gene MRV8 causou dano moderado, mas significante em
monocamadas de células epiteliais bucais e endoteliais em interagao por
15 h.

Com intuito de tentar explicar o defeito de dano, foi
avaliada a formagédo de microcoldénias sobre monocamada de células
epiteliais bucais e plastico por 24 h resultando em significativa redugao da
dimensao das microcolénias formadas pela cepa mrv8A/A comparada as
microcolénias formadas pelas cepas parental e complementada. Estes
achados indicam que a diminuicdo no dano as células epiteliais bucais
correlacionou com a diminui¢gao do crescimento de microcoldnias sobre as
células epiteliais.

O teste de patogenicidade em modelo animal ovo
embrionado de galinha mostrou que ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre as cepas parental e mrv8A/A. O teste foi realizado antes
da construgdo da cepa complementada, como nao houve diferenca
significante entre a cepa parental e mutante o teste nao foi repetido para
inclusdo da cepa complementada. Portanto, o gene MRV8 parece nao ser
importante para a patogenicidade em modelo de infecgdo complexo ou na
falta dele outros genes compensatorios sao expressos.
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Foi demonstrado que a cepa mutante para o gene
DUR31, um gene que codifica um transportador de poliamina e histatina
5, foi defectiva para causar dano em células epiteliais bucais, mas nao foi
defeituosa para aderir e invadir as células hospedeiras (Mayer et al.,
2012a). Ao contrario do gene de interesse MRV8, dur31A/A foi atenuada
para patogenicidade em modelo de camundongo com candidose
disseminada hematogenicamente e mais suscetivel a morte por
neutrofilos, uma vez que estes defeitos foram justificados pelo papel do
gene DUR31 na morfogénese das estruturas filamentosas (Mayer et al.,
2012a).

A infecgdo no ovo embrionado de galinha por cepas de C.
albicans leva a resposta imune semelhante ao que ocorre em modelo
mamifero com produgcdo de ambas citocinas pro-inflamatérias e
reguladoras e desenvolvimento de uma resposta sistémica (Jacobsen et
al., 2011). Assim, os resultados sugerem que o gene MRV8 nao esta
envolvido na filamentagao inicial, crescimento sob condicdes padrdo de
laboratério e patogenicidade em modelo animal com sistema imune
complexo, mas parece ser requerido para produgdo regular de
microcolbnias e para danificar as células epiteliais bucais que constituem
a primeira linha de defesa contra o fungo (Naglik et al., 2011).

O gene NDT80 codifica um importante fator de transcricao
para regulacdo positiva de genes envolvidos na separagao celular,
filamentagao, resisténcia aos antifungicos e formacgao de biofilme (Sellam
et al., 2009, 2010; Nobile et al., 2012). Nobile et al. (2012) observaram
que o fator de transcricdo NDT80 é responsavel pela regulacédo positiva
de 406 genes, dentre eles MRVS8, expressos durante a formagao de
biofilme em Spider medium por 48 h. Por isso foi investigada a expressao
de NDT80 e MRV8 quando em interacdo com células epiteliais bucais e
plastico por 3 e 6 h. Os resultados mostraram que o gene NDTS80 foi 4
vezes mais expresso nas células de mrv8A/A em contato com as células

epiteliais em ambos os tempos, mostrando que na falta do gene MRVS,



149

NDT80, que age upstream, tentou suprir a falta do gene de interesse
importante nestas condi¢cdes. Entretanto, o gene MRV8 também se
mostrou super expresso nas células de mrv8A/A que sdo mutantes para
MRVS8. O gene MRV8 possui dois genes paralogos com mais de 70% de
similaridade com a sequéncia de nucleotideos, MRV1 e MRV6. Talvez a
cepa mutante esteja expressando um destes genes ou ambos, pois 0s
pares de primers desenhados poderiam anelar nas sequéncias destes
genes paralogos. Outra hipétese seria que um ou ambos os genes foram
super expressos no mutante MRV8 para compensar a falta deste, uma
vez que nao vemos o mesmo nivel de expressdo de MRV8 na cepa
parental.

Com a descoberta dos genes paralogos com sequéncias
semelhantes ao gene de interesse MRV8, despertou-se o interesse em
conhecer a expressao destes genes em condi¢gdes onde o gene MRVS8
desempenha importante papel, como por exemplo crescimento em
biofiime. O estudo da expressdo dos genes paralogos nas cepas
BWP17+Clp30 e mrv8A/A crescidas em biofilme revelou mais uma vez a
dificuldade de desenhar primers especificos para genes da mesma
familia. O par de primers desenhado para o gene MRV8 amplificou mais
uma vez o gene MRVS8 para a cepa mrv8A/A, embora a expressao deste
gene tenha sido menor que na cepa parental. Por outro lado, o fato do
perfil de expressdo dos genes MRV1 e MRV6 terem sido semelhantes
nas cepas parental e mutante e mais baixa que a expressao do gene
MRVS8 na cepa parental, sugere que os primers para MRV1 e MRV6
sejam especificos ou pelo menos nao estdao se anelando ao cDNA do
gene MRVS. Além disso, podemos inferir que os genes MRV1 e MRV6
foram down regulados nos biofilmes. Comparando o perfil de expressao
de MRVS8 para a cepa parental e mutante pode-se observar que a
expressao de MRV8 é muito maior na cepa parental que para a cepa
mutante em condicdes de biofilme, visto que sabemos que os primers

para MRV8 nao sao especificos e podem se anelar a MRV1 e MRV6 e
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que estes foram down regulados em biofilme, podemos sugerir que o fato
da expressao de MRV8 ser muito maior na cepa parental do que na cepa
mutante, indica que este gene deve ser expresso por C. albicans
crescendo em biofilme. Wilson D et al. (2014) sugeriram que a presenca
de genes paralogos especificos para C. albicans no genoma tenham
passado por duplicacdo e sofrido selegdo positiva permanecendo no
genoma. Apesar da falta do gene MRV8 e provavel superregulacao de um
ou ambos genes paralogos com fungdo desconhecida, a cepa mutante
ainda apresentou defeito para formacédo de biofilme, dano epitelial e
formagao de microcolénias.

A cepa mutante para o gene MRV8 mostrou fenodtipos
significativos para formacédo de biofilme, dano epitelial, formacado de
microcolénias e susceptibilidade ao agente antifungico caspofungina.
Estes resultados sugerem a participacdo do gene MRV8 em dois

processos:

- Sinalizagao celular: o gene MRV8 participaria
da sinalizacao celular na interagao célula-célula
permitindo que as hifas continuem crescendo
em alta densidade celular quando aderidas a
um substrato, condicdo esta que contribuiria
para o desenvolvimento normal do biofilme,
atividade metabdlica e biomassa comparaveis
a cepa parental, e formacdo e expansao das
microcolbnias e, consequentemente, estes
processos aumentariam as chances de
sucesso quando em contato com as células
hospedeiras levando ao dano epitelial;

- Via da calcineurina: a falta do gene MRVS8
ativaria a via da calcineurina na presenca de

caspofungina levando a ativagdo do fator de
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transcricdo Crz1p que ativaria a expressao do
gene FSK1 culminando com a sintese de 3-1,3-
glucana que reduziria a susceptibilidade da
cepa mutante a doses paradoxais de
caspofungina. Ou ainda, a falta do gene MRV8
poderia bloquear o ativador upstream da via da
calcineurina, a chaperona molecular Hsp90p,
que apresenta reconhecida fungdo de down
regular a sintese de quitina (Leach et al.,
2012). Assim o gene MRV8 teria papel
importante na regulagdo da via da calcineurina

na presencga de caspofungina.

Os resultados apontam para o potencial deste gene como
estratégia antifungica contra doengas causadas por biofimes de C.
albicans e C. dubliniensis constituindo uma nova fonte de mecanismos de
acao contra as duas espécies mais virulentas do género (C. albicans e C.

dubliniensis).



7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos conclui-se que:

a)

b)

d)

A partir do screening realizado com as 34
cepas mutantes de C. albicans para a formagao
e desenvolvimento do biofilme, foram
identificadas e selecionadas 9 cepas mutantes
que apresentaram fendtipo significativo para a
formacédo de biofiilme e construidas 4 cepas
complementadas: 0rf19.823A/A+0ORF19.823,
orf19.7170A/A+0ORF19.7170,
0rf19.6847A/A+ORF19.6847 e
mrv8A/A+MRVS;

A funcdo do gene ORF19.823 quanto a
formacao de biofilme, caracteristicas bioldgicas
e interagdo patdgeno-hospedeiro  ainda
permanece desconhecida, dado que a cepa
mutante para este gene n&o apresentou
fendtipo significativo para os testes realizados;
O gene ORF19.7170 apresentou fraca
evidéncia de participacdo no dano epitelial e foi
dispensavel para a formacao de biofilme in
vitro;

A cepa mutante para o gene ORF19.6847
apresentou leve defeito para acumulo de
biomassa e dano epitelial e significativa
reducao da produgao de 3-1,3-glucana;
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e) A falta do gene MRVS8 causou redugdo da
atividade metabdlica de biofilmes crescidos por
24 h, menor acumulo de biomassa, menor
complexidade estrutural do biofilme observado
por MEV, modulagdo da resposta ao agente
antifungico caspofungina em altas
concentragbes, redugcdo do dano epitelial e
tamanho das microcolénias com recuperagao

do fendtipo pela cepa complementada.
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APENDICE - Aparéncia visual dos biofilmes.
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Figura 56- Aparéncia visual dos biofilmes das 25 cepas mutantes ndo selecionadas apds
60 h de crescimento sobre disco de poliestireno (método de andlise da biomassa) em
Spider medium a 37 °C.



