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RESUMO

Introducdo: Dentre as espécies de fungos causadoras de infeccbes na corrente
sanguinea, Candida albicans é a prevalente. A compreensao dos fatores associados
a viruléncia deste fungo, dentre eles, a expressdo das isoenzimas Aspartato
Proteases Secretadas (Sapp) e a formacao de biofilmes, sédo de grande relevancia na
tentativa de se encontrar possiveis alvos terapéuticos.

Objetivos: Avaliar os tipos de interacdo entre Fluconazol e Guttiferona A, em estado
plancténico e biofilmes, por meio de analise morfotopografica e da expressédo génica
de SAP9 e SAP10, afim de verificar possiveis mecanismos de acdo do composto
Guttiferona A em C. albicans.

Metodologia: Avaliamos a expressao génica de SAP9 e SAP10, quantificamos o
ergosterol produzido nas células sob tratamento e avaliamos por meio de microscopia
de forca atbmica (AFM) caracteristicas ultraestruturais em células planctdnicas e
biofiimes de Candida albicans, antes e apés tratamento isolado e associado entre
fluconazol (FLC) e Guttiferona A (GUT).

Resultado: A linhagem SC5314, em estado plancténico, foi sensivel ao FLC (0,125
ug/mL) e a GUT (7,5 pg/mL). As associacdes apesentaram efeito sinérgico com
inibicdo de 75% do crescimento, de C. albicans (FICI=0,156). As células sob
associacdo apresentaram alteracbes morfoldégicas, como aumento de tamanho
(p<0,001), reducédo na producao do ergosterol (p<0,001), e reducdo na expresséao de
SAP9 e SAP10 em células plancténicas, quando comparadas ao controle. Nos
biofilmes, o fungo apresentou resisténcia de mais de 2000 vezes quando tratado com
as substancias isoladamente e ndo houve atividade nas associacfes. GUT 1024
pMg/mL promoveu um aumento na biomassa dos biofilmes (p<0,001) e, sob
tratamentos com 16 pg/mL deste composto, as células apresentaram um aumento de
tamanho em relagéo ao controle (p<0,001).

Concluséo: A associagdo de GUT ao FLC apresenta potencial farmacologico contra
C. albicans, promovendo uma atividade sinérgica com altera¢des significativas na

estrutura deste fungo.

Palavras-Chave: Biofilmes. Candida albicans. Fluconazol. Expressao Génica.



ABSTRACT

Introduction: Among the species of fungi that cause bloodstream infections, Candida
albicans is the most prevalent. The understanding of the factors associated with the
virulence of this fungus, among them, the expression of the Secreted Aspartic
Proteases isoenzymes (Sapp) and the formation of biofilms, are of great relevance in
the attempt to find possible therapeutic targets.

Objectives: Evaluate the interaction between Fluconazole and Guttiferone-A, in
planktonic cells and biofilms, through morphotopographic analysis and gene
expression of SAP9 and SAP10, in order to verify possible mechanisms of action of
Guttiferone-A in C. albicans.

Methodology: We evaluated the gene expression of SAP9 and SAP10, quantified the
ergosterol produced in the cells under treatment and evaluated by means of atomic
force microscopy (AFM) ultrastructural characteristics in planktonic cells and biofilms
of C. albicans before and after isolated and associated treatment between Fluconazole
(FLC) and Guttiferone A (GUT).

Results: The planktonic cells SC5314 strain was sensitive to FLC (0.125 ug / mL) and
GUT (7.5 ug / mL). The associations showed a synergistic effect with inhibition of 75%
growth of C. albicans (FICI = 0.156). Cells under association showed morphological
changes, such as increase size (p <0.001), reduction ergosterol production (p <0.001),
and reduction in SAP9 and SAP10 expression in planktonic cells when compared to
control. In the biofilms, the fungus presented resistance of more than 2000 times when
treated with the substances alone and there was no activity in the associations. GUT
1024 ug/mL promoted an increase in biofilm biomass (p <0.001) and, under treatments
with 16 ug/mL, the cells had an increase in size compared to the control (p <0.001).
Conclusion: The association of GUT to FLC has pharmacological potential against C.
albicans, promoting a synergistic activity with significant changes in the structure of

this fungus.

Key words: Biofilms. Candida albicans. Fluconazole. Gene Expression.
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1 INTRODUCAO

InfeccBes fungicas sistémicas sdo uma das principais causas de morte em
pacientes imunocomprometidos hospitalizados, principalmente internados em UTIs e
pacientes transplantados receptores de medula 6ssea (BASSETTI et al., 2015;
GUARRO; GENE; STCHIGEL, 1999; YOUSIF; JAMAL; RAAD, I., 2015). Candida spp.
se destaca como sendo um dos principais microrganismos promotores deste tipo de
infeccdo, sendo, Candida albicans, a principal espécie do género isolada em
ambientes hospitalares (ALP et al., 2015; CAGGIANO et al., 2015; MCMANUS;
COLEMAN, 2014; QUINDOS, 2014). Dados publicados em 2013, por Colombo e seus
colaboradores, mostram que Candida spp. foi responséavel por 6,9% dos casos neste
tipo de infeccdo em sete hospitais particulares de alta qualidade, e dois hospitais
publicos de referéncia brasileiros.

O sucesso de C. albicans como patégeno depende, em grande extensdo, de
sua habilidade em gerar diversidade ndo apenas ao nivel genético mas também
morfolégico e fisiolégico (SHAPIRO; ROBBINS; COWEN, 2011).

A complexidade e invasividade de procedimentos médicos e o prolongamento
do tempo de internagdo dos pacientes hospitalizados, encontrados em estado critico
de saude, associado a aplicacdo de antibiéticos de amplo espectro ou de antifungicos,
a tratamentos e medidas profildticas e a fatores relacionados a viruléncia do
microrganismo, permitiram o sobressalto de espécies resistentes, além do aumento
das taxas de Obito decorrentes de infecgbes fangicas, nas Ultimas décadas
(FRANCOLINI; DONELLI, 2010; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; GUARRO; GENE;
STCHIGEL, 1999; HAMID et al., 2014; HORN, D. L. et al., 2009; PERES-BOTA et al.,
2004).

A despeito de sua importancia clinica, C. albicans tem sido assunto de
extensivas pesquisas que objetivam desvendar os mecanismos que governam a
viruléncia fungica e a resisténcia a farmacos (SHAPIRO; ROBBINS; COWEN, 2011).

Sao varios os fatores relacionados a viruléncia de C. albicans em hospedeiros
humanos. A capacidade de C. albicans poder apresentar morfologias distintas entre
levedura, hifa e pseudohifa é considerada fator critico associado a viruléncia e
essencial para patogenicidade do fungo tanto a nivel superficial quanto sistémico

(ROMANI et al., 2015). Diferentes morfologias podem estar associadas a expressao
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de fatores distintos, tal como a secrecdo de isoenzimas da familia das aspartato
proteases (Sapp). As Sapp sado um dos principais fatores associados a viruléncia,
tanto em colonizagédo quanto em infec¢do por Candida spp. As Sapp estéo envolvidas
em processos de adeséao, dano tecidual, obtencéo de nutrientes e, também, na evaséo
do sistema imune hospedeiro (HUBE et al., 1994; HUBE; NAGLIK, 2001; SCHALLER
et al., 2005).

A expressao diferencial destas proteases, pode acarretar em outro fator a ser
considerado, a formacdo de biofiimes (STANISZEWSKA; BONDARYK; OCHAL,
2015). Além dos tecidos de hospedeiros, biofiimes também s&o encontrados em
materiais hospitalares implantados, como cateteres para nutricdo parenteral, o que
pode agravar a situacdo dos pacientes por facilitar a contaminacdo sanguinea ou
sepse (ORTEGA et al., 2011; YOUSIF; JAMAL; RAAD, 2015). Os biofilmes sé&o
estruturas complexas, nas quais 0s microrganismos estdo aderidos a superficies
sélidas, bidticas ou abidticas, e envoltas em uma substancia polimérica densa, o que
permite protecdo ao ataque de células fagociticas do hospedeiro e resisténcia a
farmacos antifungicos (STANISZEWSKA; BONDARYK; OCHAL, 2015).

A resisténcia de C. albicans a antifungicos azolicos € considerada um
fenbmeno multifatorial. Esta pode estar relacionada, por exemplo, a longos periodos
de tratamento antifingico e/ou profilaxia com azéis, como resultado de mutacées ou
aumento da expressdo de genes envolvidos, por exemplo, na biossintese do
ergosterol (EDDOUZI et al., 2013).

Atualmente, tem-se baixo numero de antifungicos de amplo espectro
disponiveis para tratamentos e, alguns destes, promovem efeitos colaterais sérios
(CHITASOMBAT; KONTOYIANNIS, 2015; JOLY; BOLARD; YENI, 1992). Muitas
terapias para o tratamento de infecc¢des fungicas tém como alvo, a via biossintética do
ergosterol ou o préprio produto final, o ergosterol, um esterol de membrana fangica,
essencial ao crescimento e fungdes de membrana, o qual se constitui em um
biorregulador da fluidez, simetria e integridade da membrana (LUPETTI et al., 2002).
Sendo assim, a busca de novas estratégias para a prevencao e gerenciamento de
infecgdes fungicas é de suma importancia (KATRAGKOU et al., 2014). A busca de
novos compostos com atividade antifungica, ou a associacdo dos mesmos com
farmacos convencionalmente utilizados em esquemas terapéuticos, pode ser uma
alternativa viavel para o controle e/ou combate a resisténcia. Nesta via, a Guttiferona-

A, um composto com baixa citotoxicidade em células de mamiferos e que apresenta
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atividades antimicrobianas e antifungicas, aparece como um potencial composto para

estas associagoes (DIAS et al., 2012).
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2 REFERENCIAL TEORICO

Nas ultimas décadas tem ocorrido um aumento significativo de casos graves
de infeccbes promovidas por fungos, principalmente entre a populacéo
imunocomprometida, o que promoveu um salto no nimero de estudos relacionados a
estes microrganismos (ALP et al., 2015; COLOMBO; GUIMARAES, 2003; QUINDOS,
2014). A causa mais recorrente de mortalidade neste grupo, em geral, sdo infec¢des
na corrente sanguinea  (WISPLINGHOFF et al., 2004). A invasividade de
procedimentos médicos ou a perda da barreira protetora do individuo, sdo as
principais portas de entrada para os microrganismos causadores destas infecgoes
(GUARRO; GENE; STCHIGEL, 1999).

As candidemias, como sdo chamadas as infec¢cdes na corrente sanguinea
provocadas por Candida spp., destacam-se como um dos principais problemas
clinicos relacionados a microrganismos, estando este género entre 0s cinco
patdgenos mais isolados e uma das principais causas de mortalidade (ALP et al.,
2015; COLOMBO et al., 2006; QUINDOS, 2014). Devido a seriedade dos casos,
diversos estudos tém sido promovidos buscado melhores informacdes sobre as
espécies envolvidas e tratamentos mais efetivos (COLOMBO et al., 2006; LUCA et al.,
2012; MERSEGUEL et al., 2015).

2.1 Candida SPP.

Taxonomicamente, o género Candida spp. pertence ao reino Fungi, grupo
Ascomycota, filo Saccharomycotina, classe Saccharomycetes, familia
Saccharomycetidae e pode ser dividido em cerca de 200 espécies ja catalogadas
(GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; INDEX FUNGORUM, 2015). Sendo, as de maior
importancia clinica, C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. lusitaniae, C.
parapsilosis stricto sensu e C. auris (CAGGIANO et al., 2015; CALVO et al., 2016;
HAMID et al., 2014; TODD, 2017).
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Segundo Giolo e Svidzinski (2010), a reproducao das espécies deste género é,
na maioria das vezes, assexuada, por meio de estruturas conhecidas como
blastoconidios sendo, apenas em alguns casos, sexuada (Figura 1).

Candida albicans é a principal espécie do género isolada em ambientes
hospitalares (ALP et al., 2015; CAGGIANO et al.,, 2015; MCMANUS; COLEMAN,
2014). Geralmente leveduriforme (Figura 1), pode ser encontrada em diversos
ambientes, independente da presenca ou auséncia de oxigénio e sua nutricdo se
baseia na obtencdo de carbono e nitrogénio através da degradacdo de proteinas e
carboidratos presentes no meio (GARCIA-CUESTA; SARRION-PEREZ; BAGAN,
2014; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Figura 1 — Blastoconidios de Candida albicans em processo
de brotamento ( ¥~).

Fonte: Da autora (2016).

Estas, sdo encontradas, em geral, nos tratos gastrointestinal e geniturinario
além da mucosa oral e pele humanas, fazendo parte de sua microbiota (BUU; CHEN,
2014; KUMAR et al., 2015). A relacao entre este fungo e o hospedeiro é estavel,
controlada tanto pelo sistema imunologico quanto por competigdo com outros
microrganismos presentes na microbiota local permitindo, assim, que o fungo
sobreviva de forma comensal (CALDERONE; ODDS; BOEKHOUT, 2009; GIOLO;
SVIDZINSKI, 2010; MATHE; DIJCK, VAN, 2013; PITERS; SANDERS; BOGAERT,
2015)
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Candida spp. apresenta pleomorfismo, ou seja, a capacidade de se reestruturar
de acordo com as condi¢cdes ambientais ou com seu ciclo reprodutivo (KLEIN;
TEBBETS, 2007; LACKEY etal., 2013). A capacidade de C. albicans poder apresentar
morfologias distintas entre levedura, hifa e pseudohifa é considerada fator critico
associado a viruléncia e essencial para patogenicidade do fungo tanto a nivel
superficial quanto sisttmico (ROMANI et al., 2015).

Quando ocorre desequilibrio em sua relacdo ao ambiente hospedeiro, como
variacdo da temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes ou quedas na imunidade,
C. albicans torna-se um patdgeno oportunista (MOLERO et al., 1998). Em geral, estas
alteracdes ocorrem com maior frequéncia em pacientes imunocomprometidos ou de
alto risco, como residentes de UTI, ou com uma via expressa para a entrada de
microrganismos no organismo hospedeiro, como o uso de nutricdo parenteral e/ou
cateter venoso central (CLEVELAND et al., 2015). Como alternativa profilatica as
infeccdes fungicas neste grupo, tem ocorrido uma ampla aplicacdo de doses
subinibitérias de agentes antifingicos, sendo os compostos azoélicos considerados
eficientes e com boa biodisponibilidade (BLOT, 2006; CHANG et al., 2016; SHAPIRO;
ROBBINS; COWEN, 2011). O alvo destes compostos € o ergosterol, importante
esterol da membrana fungica (KHAN, A. et al., 2010). Estes compostos bloqueiam a
via de sintese deste esterol, promovendo uma membrana fragil e comprometendo a
integridade desta (LUPETTI et al., 2002). A exposicao a estes agentes pode provocar
uma expressao génica diferenciada, em estagios distintos da infeccdo, promovendo
a viruléncia do fungo (BARELLE et al.,, 2008; COSTA et al.,, 2010). Dentre as
alteracdes génicas despontadas pela presenca de antifungicos, esta a variacdo na
expressao de genes da familia das Aspartato Proteases (SAP) (BARELLE et al., 2008;
COSTA et al., 2010).

2.1.1 Aspartato Proteases

As Aspartato Proteases Secretadas (Sapp) sdo expressas por uma familia de
genes que codificam 10 tipos de enzimas hidroliticas consideradas como um dos

fatores principais associados a viruléncia de C. albicans (HUBE; NAGLIK, 2001).
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Estas, sdo responsaveis pela aderéncia das células aos diversos tipos de superficies,
geracdo de danos as membranas celulares do hospedeiro e ainda atuantes no escape
do sistema imune do mesmo, por meio da degradacdo de moléculas sinalizadoras
(HUBE, NAGLIK, 2001; STANISZEWSKA; BONDARYK; PILAT; et al., 2012;
TOBOUTI et al., 2015).

As Sapp séo decodificadas como preproenzimas e classificadas de acordo com
suas sequéncias homologas (BEGGAH et al., 2000; STANISZEWSKA; BONDARYK;
SIENNICKA,; et al., 2012). Saplp a Sap3p sdo mais encontradas durante infeccdes
superficiais e em meios acidos, com pH 2,0 a 5,0, geralmente em mucosas sendo
capazes de degradar diversas proteinas do hospedeiro além de matriz extracelular
(HUBE; NAGLIK, 2001; SCHALLER et al., 2005). Sap4p a Sap6p sdo geralmente mais
expressas durante a formacao de hifas e em pH neutro, estando diretamente ligadas
a promocéo de infecgdes sistémicas por facilitarem a invasao tecidual (HUBE et al.,
1994; WHITE; AGABIAN, 1995; WU et al., 2013). Sap7p e Sap8p sao bastante
divergentes e, por isso, ndo sao incluidas em subfamilias (NAGLIK et al., 2008). Sap7p
€ mais expressa em ambientes promotores de tensdo e meios séricos, como é 0 caso
da corrente sanguinea (STANISZEWSKA et al., 2014). Sap8p é mais expressa na
forma levedura, com temperaturas em torno de 25°C, durante a fase inicial de
crescimento exponencial, sendo ativa em torno de pH 2,5 (AOKI et al., 2011; MONOD
et al., 1998).

Segundo Schaller e colaboradores (2005), as preproenzimas Saplp a Sap8p
sdo processadas pela via secretoria e liberadas para o meio extracelular. Sap9p e
Sapl0p permanecem ancoradas a membrana por meio do glicosilfosfatidilinositol,
sendo as Unicas desta familia ligadas a célula (ALBRECHT et al., 2006; SCHALLER
et al., 2005).

Sap9p e SaplOp possuem semelhangcas com as yapsinas, encontradas em
Saccharomyces cerevisiae, e sdo responsaveis pela manutengéo da integridade da
parede celular, estando ligadas a morfologia (CHAFFIN, 2008; NAGLIK;
CHALLACOMBE; HUBE, 2003). Sap9p estdo, em geral, localizadas na membrana
celular, enquanto Sap10p se concentra em ambas as localidades, membrana e parede
(ALBRECHT et al., 2006). Elas também atingem diretamente proteinas necessarias
para processos celulares, em alvos distintos, sendo fundamentais durante a interacao
patdgeno-hospedeiro e em processos de adeséo celular (ALBRECHT et al., 2006).

Sabe-se que estas SAP possem afinidade para clivagem em peptideos com residuos
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basicos ou dibasicos, como a histatina 5, um importante peptideo antimicrobiano
salivar, para Sap9p (BOCHENSKA et al., 2016; SCHILD et al.,, 2011). Quando
deletado somente o gene SAP9, h4 a reducdo da formacgdo de hifas verdadeiras,
comparado a linhagem selvagem (STANISZEWSKA et al., 2014). Mutantes nulos, nos
quais houve a delecdo de SAP9 e SAP10, apresentam dano celular reduzido em seu
hospedeiro e adesao diminuida em infecgbes orais experimentais (ALBRECHT et al.,
2006; STANISZEWSKA et al., 2015).

Com todas estas caracteristicas relacionadas a adeséo e invasao tecidual, as
Sapp sdo consideradas cruciais para a iniciagdo da formacéo de biofilme, sendo
importantes codificadores para tal evento (BONDARYK; OCHAL; STANISZEWSKA,
2014; STANISZEWSKA; BONDARYK; PILAT; et al., 2012; TOBOUTI et al., 2015).

2.1.2 Formagéo de Biofilmes

Biofilmes sé&o considerados um evento multifatorial, promovido pela expressao
de adesinas e proteases asparticas (FINKEL; MITCHELL, 2011; NOBILE et al., 2012).

De acordo com Chandra e colaboradores (2001) os biofilmes de C. albicans
sao estruturas formadas a partir de células de leveduras que foram depositadas em
superficies bibticas ou abidticas e que se aderiram as mesmas, iniciando a formacéo
de microcol6nias. A partir destas células surgem hifas, pseudohifas e é secretada uma
matriz extracelular polimérica densa e rigida, composta principalmente por
polissacarideos semelhantes aos da parede celular, proporcionando uma estrutura
tridimensional altamente heterogénea (Figura 2) (CHANDRA et al., 2001; INIGO;
PEMAN; POZO, 2012; YOUSIF; JAMAL; RAAD, 2015).
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Figura 2 — Esquema de formagé&o de biofilmes.

Fonte: Da autora, 2017.

Nota: As leveduras séo depositadas em superficies e se aderem as mesmas, iniciando
a formacéo de microcol6nias. A partir destas células surgem hifas e é secretada
matriz extracelular.

A formacé@o desta estrutura estid diretamente relacionada ao aumento da
resisténcia aos farmacos utilizados em tratamentos contra infec¢des por Candida spp.
(CHANDRA et al., 2001; TOBUDIC et al., 2012). A densa matriz secretada faz com
gue seja baixa ou incompleta a entrada dos agentes antimicrobianos mas permite a
eliminacdo de metabdlitos celulares produzidos em seu interior (Figura 3)
(FRANCOLINI; DONELLI, 2010).

Juntamente com as células de C. albicans outras diversas linhagens
microbianas também fazem uso da estrutura fornecida pelo biofiime para se
estabelecerem, formando um complexo polimicrobiano (CHANDRA et al., 2001,
FRANCOLINI; DONELLI, 2010; JENKINSON; DOUGLAS, 2002). Como demonstrado
em estudo conduzido por Baillie, Adam e Douglas (2002), biofilmes mistos também
podem estar associados a fracassos terapéuticos como exemplo a relacdo
mutualistica em biofilmes de C. albicans e Staphylococcus epidermidis. Segundo os
autores, o polimero secretado por S. epidermidis impede a penetracdo de fluconazol
no biofilme, protegendo C. albicans, e a matriz secretada pelo fungo protege a
bactéria, impedindo a acdo da vancomicina (BAILLIE; ADAM; DOUGLAS, 2002).



23

Figura 3 — Imagem de microscopia de varredura a laser Confocal
da formacdo de biofilme, metabolicamente ativo
(vermelho alaranjado), de C. albicans em superficie
acrilica.
Fonte: (CHANDRA et al., 2001)
Nota: (a) Células leveduriformes; (b; c) Fase de maturacéo celular
e adesdo; (d) formacdo de hifas e producdo da matriz
extracelular polimérica, em verde.

Além desta interacdo celular outros tipos de mecanismos promotores de
resisténcia sao encontrados em biofilmes (DONLAN; COSTERTON, 2002). Entre
estes podemos destacar as bombas de efluxo, que atuam em células planctbnicas e
fases iniciais da maturacao de biofilmes; a reducéo da sintese do ergosterol; o quorum
sensing; alteracdes na expressao génica; a formacao e distribuicdo coordenada da
matriz secretada e a presenca e persisténcia de células ap0os a apresentacédo a
medicamentos, entre outros (DONLAN; COSTERTON, 2002; MATHE; DIJCK, 2013;
TAFF et al., 2013).
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2.2 ANTIFUNGICOS

De acordo com Castro, Henrique e Chaves (2006), C. albicans € uma espécie
considerada naturalmente sensivel a todos os tipos de antifungicos (CASTRO;
HENRIQUE; CHAVES, 2006).

Entre estes medicamentos, empregados na prevencao e no tratamento de
infeccbes fungicas, esta o fluconazol, um composto da classe dos triazdlicos cuja
aplicacado € ampla devido a seus efeitos colaterais menores, quando comparados a
outros agentes antifungicos, e a ter boa atuacdo contra o patégeno promovendo a
obtencdo de resultados eficazes (GARCIA-CUESTA; SARRION-PEREZ; BAGAN,
2014; HORN et al., 2009; LIU et al., 2014, MORSCHHAUSER, 2002).

O fluconazol atua diretamente na biossintese do ergosterol, inibindo a enzima
lanosterol-14a-demetilase do citocromo P450, por meio de competicdo com seu
substrato, promovendo assim a perda da estrutura e funcdo da membrana além da
estagnacdo do crescimento celular (Figura 4) (MORSCHHAUSER, 2002). Este
desfecho faz com que o fluconazol seja considerado um agente fungistatico, que

impede o crescimento do fungo apenas (LI et al., 2008).

FLC

Lanosterol )

Ergosterol

el T Esterol
& Ay Toxico

Figura 4 — Mecanismo de agdo do Fluconazol.

Fonte: Da autora, 2017.

Nota: O Fluconazol age por meio de competicAo com a enzima Lanosterol 14a-
demetilase, se ligando ao seu substrato, o Lanosterol, e o inativando, inibindo
assim a expressado do gene ERG11 e a formagé&o do ergosterol.

Geralmente, este medicamento € administrado oralmente em doses de 200mg
diarios, ndo tendo variacdo caso aplicado via intravenoso (FIOCRUZ, 2006; MERMEL
et al., 2009; PERON et al., 2016). Por ter boa biodisponibilidade, atinge rapidamente
a corrente sanguinea, tendo pico plasmatico até 2 horas apos a administracao,

penetrando facilmente nos tecidos e sendo excretado lentamente pelos rins
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(FIOCRUZ, 2006; MEDLEY INDUSTRIA FARMACEUTICA LTDA, 2011). Devido a
esta cinética, o farmaco possui uma meia-vida média de 20 a 50 horas (FIOCRUZ,
2006; PAPPALARDO, 2009). Por conta destas configuragcdes, o fluconazol acaba
sendo o farmaco de primeira escolha para tratamentos antifungicos tratamentos
profilaticos quando utilizado em doses subinibitérias (LIAO et al., 2015).

Em geral, estas concentra¢des subinibitérias de antifingicos, principalmente de
compostos triazolicos, séo utilizadas na tentativa de controle a infeccées em pacientes
de unidades de terapia intensiva (UTI), portadores de cateteres intravenosos,
soropositivos para o HIV (Human Immunodeficiency Virus) , entre outros tipos de
pacientes imunocomprometidos, (ANDES et al., 2012; CASTAGNOLA et al., 2004,
COSTA et al.,, 2010). No entanto, de acordo com alguns estudos, C. albicans
cultivadas sob estas condicbes de subconcentracbes, quando tratadas com
concentracbes efetivas minima ou maxima, podem apresentar o aumento da
expressao dos genes SAP, amentando também a resisténcia aos farmacos utilizados
(WU et al., 2000).

Além dos azéis, outros compostos também sdo utilizados em tratamentos
antifingicos como a classe dos polienos, representados pela nistatina e anfotericina
B; as equinocandinas, como a caspofungina, e a flucitosina (PERON et al., 2016;
TOKA OZER; DURMAZ; YULA, 2016).

Com o uso deliberado destes, no tratamento e prevencao, tem-se observado
insucesso dos mesmos (CASTRO; HENRIQUE; CHAVES, 2006). Com isso, diversas
linhagens j& estdo sendo identificadas como resistentes aos medicamentos
tradicionais utilizados (BEHZADI; BEHZADI; RANJBAR, 2015; QUINDOS, 2014)

A busca por novas drogas, para se contornar esta resisténcia, tem se tornado
foco de diversos trabalhos na procura de compostos com potenciais terapéuticos. No
entanto, a associacdo destes compostos a farmacos ja disponiveis comercialmente,
tem se mostrado bastante atraente nos ultimos anos, devido a suas ac¢les de
potencializacao da atividade antimicrobiana (CARRADORI et al., 2016; JACKSON et
al., 2015; Ll et al., 2015; LIU et al., 2014).
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2.2.1 Associagdes entre compostos

Pelo método do tabuleiro de damas, ou checkerboard, alguns pesquisadores
tém estudado diversos tipos de associagcbes entre diferentes tipos de farmacos
(CARRADORI et al., 2016; FIVELMAN; ADAGU; WARHURST, 2004; LI et al., 2015).
Este método permite a obtencdo da curva de dose-resposta e, a partir desta, avaliar
o indice de concentracgao inibitéria fracionada (FICI). Este indice é formado por duas
andlises somatorias, ambas analisam a menor concentracdo de cada composto,
capaz de inibir 50% do crescimento (IC) sob associacao, e dividi-la pela menor
concentracdo do mesmo com mesma atividade, quando isolado (FIVELMAN;
ADAGU; WARHURST, 2004). Quando todas as concentracdes inibitorias fracionadas
(FIC) s&o obtidas, estas sdo somadas. indices acima de 4 indicam antagonismo entre
as drogas, no qual os resultados sdo completamente opostos aqueles obtidos pelos
farmacos isolados (Quadro 1) (CARRADORI et al.,, 2016). Acima de 1 até 4
apresentam indiferenca. Se o FICI estiver na faixa de 1 a 0,5, a interacdo é aditiva ou
somatéria apenas. A partir do momento que este indice € menor que 0,5, a
potencializacdo ou efeito sinérgico € confirmado (CARRADORI et al., 2016; CHOU,
2006; FIVELMAN; ADAGU; WARHURST, 2004; FOUCQUIER; GUEDJ, 2015;
GESSNER, 1995).

Quadro 1 — Representacado esquematica do calculo da concentragéo inibitdria fracionada — FICI.

Amostra Dose FIC FICI
< IC Composto combinado A A
IC Composto isolado Ai A
(FIC A) + (FIC B)
< IC FLC combinado B B
IC FLC isolado Bi Bi

Fonte: (CARRADORI et al., 2016).

Nota: FLC, Fluconazol; IC 50, Concentracao inibitéria minima para inibicdo de 50% do
crescimento; <IC, menor concentracdo do composto sob combinagéo, capaz de inibir 50%
do crescimento.
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7

A acéo de potencializacdo, conhecida como sinergismo, € uma das quatro
possiveis interagfes. Para serem avaliados, os resultados devem ser verificados em
um gréafico, chamado isobolograma, que € formado pelas concentracdes isoladas
capazes de inibir 50% do crescimento (IC50) do microrganismo estudado, sendo estas
doses, obtidas a partir das curvas de dose-resposta (KRUSE; VIDAL; TREZZI, 2006).
As IC50 de cada farmaco séo plotadas nos eixos X e Y, e a linha que liga estes dois
pontos é a isébole de atividade (Figura 5) (KRUSE; VIDAL; TREZZI, 2006).

1,0

Antagonismo

Sinergismo

0,5 (=

Isébole de atividade

H 9

. 05 1,0

Os pontos de combinagao reais podem
ter diferentes niveis de efeitos.

Figura 5 — Representagdo esquematica do isobolograma

normalizado para combina¢des ndo constantes.

Fonte: (KRUSE; VIDAL; TREZZI, 2006)

Nota: O isobolograma é formado pelas concentragfes isoladas
capazes de inibir 50% do crescimento (IC50) do
microrganismo estudado. Estas s&o plotadas nos eixos X
e Y e a linha que liga estes dois pontos é a isGbole de
atividade. Quanto mais abaixo da Isdébole, maior é a
potencializacdo. Da mesma forma, quanto mais acima
desta, mais antagfnica € a combinagao.

A acao sinérgica entre compostos tem sido explorada atualmente como sendo
uma ferramenta contra Candida spp., tanto na modulacdo da expressdao de
isoenzimas para invasao tecidual quanto na formagéo de biofilmes (BONDARYK;
OCHAL; STANISZEWSKA, 2014; FELDMAN et al., 2014; JEBALI et al., 2014; KIM et
al.,, 2012; LIU et al., 2014; LOPES et al., 2013). Testes com compostos bioativos

também tém apresentado grande importancia em estudos de diversas atividades,
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proporcionando o conhecimento de acdes como antioxidantes e antimicrobianas
(GARCIA; TORRES; MACIAS, 2015; VALDES et al., 2015).

2.2.2 Guttiferona A

Entre os compostos com potenciais bioativos de interesse farmacéutico, a
familia Clusiaceae (Guttiferae), que sdo angiospermas amplamente distribuidas nas
regibes dos tropicos, tem se destacado pelo grande niumero de produtos (SANTA-
CECILIA et al., 2013). No Brasil, sdo encontrados 23 dos quase 50 géneros descritos
desta familia, sendo divididos em cerca de 180 espécies (SANTA-CECILIA et al.,
2013). Dentre as aplicacOes de seus bioprodutos estdo as atividades antitumoral,
antiparasitarias e antimicrobianas (AL-MASSARANI et al., 2013; CRUZ et al., 2006;
DIAS et al., 2012; NALDONI et al., 2009). Entre seus compostos ativos, encontra-se
a Guttiferona A, uma benzofenona encontrada em diferentes espécies desta familia
mas ainda pouco estudada (FROMENTIN et al., 2015; MARTINS et al., 2009). Ela
apresenta baixa toxicidade a células humanas, tendo citotoxicidade com doses acima
de 68,2 ng/mL (DIAS et al., 2012).

Gustafson e colaboradores (1992) estudaram diferentes formas da Guttiferona
frente ao virus HIV, entre elas a Guttiferona A. Estes autores encontraram efeito dos
compostos sobre as células infectadas com o virus com baixas dosagens, enquanto
que a citotoxicidade a células normais foi acima de 50 pg/mL (GUSTAFSON et al.,
1992). Guttiferona A também apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram positivas e Gram negativas, além de atividade antifangica contra Candida spp.
(DIAS et al., 2012).

A estrutura desta substancia (Figura 6) apresenta carater lipofilico que facilita
a atuacdo contra os microrganismos (DIAS et al., 2012; NALDONI et al., 2009).
Guttiferona-A pode atuar na membrana, por exemplo, da mitocéndria, aumentado a
permeabilidade desta (PARDO-ANDREU et al., 2011). O aumento da permeabilidade
provoca a perda energética e o acumulo de espécies reativas de oxigénio,
aumentando o estresse oxidativo na célula cancerigena (PARDO-ANDREU et al.,
2011). Porém, ainda se sabe muito pouco sobre o mecanismo de acgdo deste

composto. Neste sentido, buscamos saber se a Guttiferona-A apresenta alguma acéo
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em relacédo a morfologia fungica. Por microscopia de forga atbmica (AFM), uma técnica
de andlise celular ndo-invasiva, e pela quantificacdo do ergosterol formado,
poderemos observar parametros de textura superficial e possiveis mecanismos de
acao do composto. Alteragdes na expressao génica de SAP9 e SAP10, poder&do nos

mostrar também alteragBes que estejam relacionadas a manutencao da integridade

superficial.
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Figura 6 — Representacdo esquematica da estrutura
guimica de Guttiferona-A.
Fonte: (“Guttiferone A | C38H5006 - PubChem?”, [s.d.])
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3 OBJETIVOS

Para entendermos melhor como estes compostos podem atuar sobre C.

albicans, objetivamos alguns pontos.

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os tipos de interacdo entre Fluconazol e Guttiferona A, em estado
plancténico e biofilmes, e anélise morfotopografica e da expresséo génica de SAP9 e
SAP10, afim de verificar possiveis mecanismos de acdo do composto Guttiferona A

em C. albicans.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a atividade antifungica isolada de fluconazol e Guttiferona A sobre C.
albicans em estado plancténico e biofilme.

b) Avaliar a atividade antifiingica combinada e definir o tipo de interacéo entre
fluconazol e Guttiferona A sobre C. albicans em estado plancténico e

biofilme.

c) Avaliar a morfotopografia em células plancténicas e biofilmes de C. albicans
antes e ap0s os tratamentos isolados e combinados entre fluconazol e
Guttiferona A.

d) Avaliar o teor de ergosterol e a expressdo dos genes SAP9 e SAP10 em
células plancténicas de C. albicans antes e ap0s os tratamentos isolados e

combinados entre fluconazol e Guttiferona A.
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4 MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma triagem das amostras para a escolha de uma que fosse
sensivel ao Fluconazol (FLC) de acordo com o documento E.Def 7.3.1 (EUCAST,
2016). A linhagem padréao de Candida albicans SC5314 (gentilmente cedida pelo Dra.
Ana Carolina Barbosa Padovan, UNIFAL-MG), estocada a -80°C, foi inoculada em
meio Agar Sabouraud (HiMedia Laboratories), sendo incubada a 35°C por 24h para
crescimento. Posteriormente, uma colonia deste indculo foi subcultivada em
CHROMagar™ por 48 horas, para confirmacéo da pureza (EUCAST, 2016). A partir
deste, selecionamos uma colénia e incubamos novamente para 0 crescimento e
posterior realizacdo dos testes.

O antifungico sintético testado foi o Fluconazol (FLC) (SIGMA) com pureza
298% HPLC, solubilizado em agua destilada estéril e posteriormente diluido em meio
sintético RPMI-1640 (com glutamina e sem bicarbonato) tamponado a pH 7,0 £ 0,1
com MOPS 0.165M (EUCAST, 2016; MELO, A. S. et al., 2011).

A Guttiferona-A (GUT), substancia extraida a partir de sementes de Rheedia
brasiliensis, coletadas no campus da Universidade Federal de Vicosa (UFV), foram
identificadas por um botéanico da instituicao e depositadas no herbario desta (VIC2604)
(DEROGIS et al., 2008; SANTOS et al., 1999). As sementes foram secas e trituradas,
tendo seu extrato obtido por maceracdo com n-hexano, sendo entao filtrado e seco
em rotaevaporador (DEROGIS et al., 2008). O composto foi gentilmente cedido pelo
Prof. Dr. Marcelo Henrique dos Santos da UFV.

4.1 DETERMINACAO DA SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA DE CELULAS
PLANCTONICAS DE C. albicans.

O teste de microdiluicdo em caldo para determinacdo da sensibilidade de
leveduras foi realizado segundo o documento E.Def 7.3.1 (EUCAST, 2016), com
algumas modificagbes sugeridas no documento M27-S4 (2012) (CLSI, 2012,
EUCAST, 2016).
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A faixa de concentracdo dos compostos utilizados variou de 0,25 a 128 ug/mL
para Fluconazol e de 0,060 a 100 pg/mL para Guttiferona-A, preparados no momento
do teste. ApO6s o preparo das diluicbes de fluconazol e Guttiferona-A, foram
adicionados a placa de microtitulacdo estéril de 96 pocos, volumes de 50 uL de cada
diluicdo do antifungico (Figura 7).

Em um tubo a parte, as células de C. albicans, previamente cultivadas em agar
Sabouraud, foram inoculadas em solucdo salina 0,9% e padronizadas a uma
concentracdo de 0,5 na escala nefelométrica de McFarland. Estas células foram
ressuspensas em 10 mL de RPMI 1640 (1:10) e 100 pL dessa suspensédo do indculo
foi transferido para cada poco da placa. Um controle negativo (branco), com 200 pL
do meio de cultura sem adicdo de microrganismo, foi realizado na coluna 1 da
microplaca.

Nas colunas de 2 a 11, correspondentes as linhas A a G, foram realizados 0s
testes com 0s compostos e microrganismos, de maneira isolada e combinada. A linha
H apresentou a turvacdo da substancia. Na coluna 12 realizamos o controle de
crescimento (controle positivo), com 100 uL de meio de cultura e 100 uL da suspensao
de leveduras, sem ativos, e na coluna 1, controle do meio de cultura (Figura 7).

As microplacas foram incubadas a 35°C por 48h e a leitura feita em leitor
automatizado de placas a 530 nm. A concentracao inibitéria (IC), ou endpoint, foi
determinada como a menor concentracdo do agente antimicrobiano capaz de inibir
50% do crescimento microbiano em relacdo ao poco controle. Para os compostos
utilizados foram determinadas apenas as ICso. (ARENDRUP et al., 2012; CLSI, 2008).

Os perfis de sensibilidade e resisténcia ao Fluconazol foram lidos a 530nm em
leitor de placas automatizado e interpretados conforme proposto no documento M27-
S4 (Tabela 2) (CLSI, 2012; EUCAST, 2016). Todos os ensaios foram realizados em

triplicatas.

Tabela 1 — Interpretacdo do perfil de sensibilidade antifingica de amostras de Candida spp. de
acordo com valores apresentados de IC pelo Método de Microdiluicdo em Caldo.

e Sensibilidade Sensibilidade Resisténcia
Antifangico (ug/mL) Dose Dependente (Mg/mL)
(ng/mL)
Fluconazol <2 4 =8

Fonte: Documento M27-S4 (CLSI, 2012).
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Figura 7 — Montagem das placas de 96 pocos com distribuicdo das diluicdes dos
compostos de maneira que todas as doses se encontrassem em associacao
sobre o0 microrganismo.

Fonte: Da autora, 2017.

4.2 FORMACAO DE BIOFILME

Os biofilmes foram formados de acordo como descrito inicialmente por Ramage
e colaboradores (2001), com algumas modificagcbes sugeridas por Melo e
colaboradores (2011). Realizamos um subcultivo de C. albicans em caldo RPMI 1640
e este foi incubado por 18 horas em estufa de agitacéo orbital com programacao de
180 rpm, a 35°C. As células foram colhidas e lavadas duas vezes com tampao fosfato-
salina (Phosphate Buffered Saline - PBS) pH 7,2 e ajustadas a uma densidade 6ptica
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de 0,4 em leitor espectrofotométrico a 530nm, equivalente a 1-5x107 células/mL, em
caldo RPMI 1640, para utilizagédo logo apés o preparo.

A adesao é iniciada por meio de interacdes hidrofébicas e cargas eletrostaticas
(SENEVIRATNE et al., 2008). Sendo assim, as placas escolhidas foram de
poliestireno ndo tratado e, as cargas, foram estabilizadas pela umidificacdo de sua
base externa, facilitando o processo de adeséo e a expressao génica especifica para
tal. Este processo dura em torno de 1,5h, podendo ser estendido até 2h
(SENEVIRATNE et al., 2008). Em cada poco da microplaca de 96 pocos foram
adicionados 100pL da ressuspenséo celular e esta foi incubada em estufa de agitacéo
orbital por 1,5h, a 37°C e 75rpm.

Posteriormente cada poco foi lavado com 150 pL de PBS, para a remocéo de
células ndo aderidas, e incubados por mais 24h sob as mesmas condi¢des. Para
controle do meio, uma coluna de pogcos em cada placa de microtitulagdo foi
manuseada de maneira idéntica, exceto pela ndo adicdo de suspensdo de Candida
spp (Figura 8). Apos esta incubacéo, os biofilmes foram lavados uma vez com 150 uL
de PBS e invertidos em papel absorvente estéril para remo¢do maxima de tampao

residual. Em seguida, estes foram expostos aos tratamentos.

- Pré-inoculo
Repique em SDA Caldo RPMI 1640 Centrifugar a
Candida albicans a 1Zh 35oC 4000rpm, 2min,
) ° ) 40C
SC 5314 180rpm
Incubacao Distribuir nas Ressuspender a
1,5h, 37°C, placas 107 em RPMI
75rpm 100 pL/poco 1640
Lavar 0s pocos Adicionar RPMI Incubacao
com PBS 1x 1640 frresco 24h, 37°C, 75rpm

Figura 8 — Processo de montagem das placas de 96 pocos para a formacao dos biofilmes
de Candida spp.
Fonte: Da autora, 2017.



35

4.2.1 Determinagéo da sensibilidade em biofilmes de C. albicans.

Foram testadas 7 diluicbes seriadas, na razdo de 1:2 (v/v), do Fluconazol,
variando entre 16 e 1024 ug/mL, e 9 diluicbes de Guttiferona-A, partindo de 4 a 1024
pg/mL, preparadas no dia do teste em meio RPMI-1640, como descrito anteriormente
no item 4.2.

Novamente, nas colunas de 2 a 11 foram realizados os testes com 0s
compostos e microrganismos, no entanto neste, a linha H comportou os testes de
inibicdo da substancia isolada. Na coluna 12 realizamos o controle de crescimento
(controle positivo), com 200 yL de meio de cultura, sem ativos, e na coluna 1, foi
realizado o controle do meio de cultivo. Como ndo ha adicdo de suspensdo de
microrganismos, foram adicionados 100uL de cada diluigdo de Fluconazol e
Guttiferona-A tendo, nos pocos de atividade isolada, a concentracdo ajustada com
100uL RPMI (Figura 7, com exclusdo do controle de turvagao).

As microplacas foram incubadas a 35°C, por 48h a 75rpm.

Apbs 48h, cada poco teve o meio aspirado e lavado com 200 uL de tampéao
PBS por trés vezes, para a remocao de células ndo aderidas e dos compostos. Em
seguida foi feita a avaliacdo da atividade metabdlica do biofilme, realizada através do
ensaio de reducgéo do XTT.

Para avaliacdo da atividade metabdlica foi realizado o ensaio de reducao do
XTT (2,3-(2-methoxy-4-nitro-5-sulphophenyl) -5- [(phenylamino) carbonyl]-2H-
tetrazolium hydroxide) (Sigma- Aldrich), conforme método descrito anteriormente por
Ramage e colaboradores (2001), com algumas modificagoes.

O XTT foi solubilizado a 1 mg/mL em PBS e reservado. Uma solugéo de
Menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona) foi preparada (0,4 mM) em acetona e misturada
a solucdo de XTT, a uma proporcao de 1:5 (v/v), respectivamente. Em seguida a
mistura foi ressuspendida em 20 mL de PBS e filtrada.

Em cada pogo, pré-lavados trés vezes com PBS, foram adicionados 200uL da
solugdo XTT-Menadiona e a placa incubada ao abrigo da luz, durante 2h a 37°C. A
mudanca na coloragcdo é proporcional ao numero de células vivas e pode ser
quantificada, portanto, quanto maior a absorbancia, maior o niamero de células

metabolicamente ativas, uma vez que o0 ensaio de reducdo de XTT quantifica a



36

capacidade da enzima desidrogenase presente na mitocondria de converter o sal
tetrazolio hidrossoltvel (XTT) (cor amarela) em compostos de formazana (cor laranja).

Apos a incubacédo, 100 uL de solugao foram transferidos para uma nova placa
e avaliados em leitor de microplacas a 490 nm (Figura 9). Todas as densidades Opticas
tiveram a leitura descontada da leitura do branco e a absorbancia do controle positivo
(biofilme formado sem adicao de antifungico) foi considerada 100%. A IC das células
sésseis foi determinada de acordo com a inibicdo de, no minimo, 50% da atividade
metabdlica dos biofilmes tratados com Fluconazol e Guttiferona-A. Todos os ensaios

foram realizados em triplicata.

Lavar com 200 Adicionar 200 pL de
pL de PBS (3x) XTT/Menadiona em PBS

/ A Mistura XTT-Menadiona deve ser preparada na propor¢éo 5:1 (XTT 1 mg/mL e \
Menadiona 0,4 mM).

A cada 1200 pl de XTT/Menad. devem ser adicionados 20 mL de tampé&o PBS.

Volume de Mistura XTT/Menad. Volume de PBS
1200 pl 20 ml
X =3000 ul 50 ml
Para um volume de 2500 pL de XTT 1 mg/mL (500 pL restantes sao de Menad.), tem-se:
Massa Volume
0,001 g ------------ ----- 1ml
X =0,0025 g ---------- 2,5ml

Misturar 2500 pL do XTT 1 mg/mL com 500 pL da Menadiona 0,4 mM, adicionar 50 mL de
PBS 1X e filtrar em membrana de filtro de 0,22 um.

K O volume final devera ser 53 mL /

Incubar envolto em Transfira 100 pL de Leitura em
papel aluminio por 2h a cada poco para uma espectrofotdmetro a
37°C nova placa 490nm

Figura 9 — Processo de andlise das placas de 96 pocos com biofiimes de Candida spp. pelo
método do XTT/Menadiona.
Fonte: Da autora, 2017.
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4.3 QUANTIFICACAO DO ERGOSTEROL

A quantificacdo do ergosterol prosseguiu de acordo com o protocolo descrito
por Breivik e Owades (1956) com algumas modificacées. A partir de um repique de
24h de C. albicans em agar Sabouraud, uma colbnia isolada foi inoculada em 50 mL
de Caldo Sabouraud contendo tratamentos correspondentes a IC e 1/4 IC de cada
composto e da associagdo com maior sinergismo.

Os valores de tratamento foram 0,125ug/mL e 0,031ug/mL para FLC; e 7,5
pg/mL e 1,875 pg/mL para GUT. Para a associagdo, escolhemos aquela que
apresentou maior sinergismo: 0,5ug/mL de FLC associado a 0,47ug/mL de GUT e 1/4
desta, 0,125 pg/mL somados a 0,117 pg/mL de GUT. Um controle de crescimento e
de meio também foram realizados.

Os cultivos foram incubados por 16 horas, a 130rpm e 35°C. Apds a incubacao,
as células foram colhidas por centrifugacédo a 2700 rpm por 5 minutos, lavadas 1x com
agua destilada estéril e o peso do sedimento foi determinado. Em cada amostra foram
adicionados 3mL de solucéo alcoodlica de KOH 25% (259 de KOH diluidos em 35mL
de 4gua destilada estéril e quantidade suficiente para — q.s.p. 100mL de Etanol P.A.)
e agitados vigorosamente durante 1 minuto. As suspensodes foram transferidas para
tubos de vidro com tampa e incubados durante 1 hora em banho-maria a 85°C, sendo
resfriados logo apds, a temperatura ambiente. O esterol foi separado pela adicédo de
1mL de &gua destilada estéril e 3mL de N-Heptano, seguido por agitacdo vigorosa
durante 3 minutos. A fase transparente foi entao transferida para novos tubos de vidro
e incubadas a -20°C por 24 horas (Figura 10).

Para a quantificacdo, uma aliquota de 0,6mL da amostra foi diluida 5x em
Etanol PA e lida em espectrofotbmetro entre 230 e 300nm (UV). A presenca do
ergosterol e do esterol intermediario 24(28) DHE resultam em uma curva de 4 picos
e, a auséncia destes, em uma linha ténue.

O ergosterol é calculado de acordo com a porcentagem da quantidade de

células, ou peso do sedimento. Para isso, usamos:

[A @815/ 290] x F [A (230) / 518] x F

Peso do sedimento Peso do sedimento

%Ergosterol =
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Onde F é o fator de diluicdo no Etanol e 290 e 518 sdo os E values (%/cm)
determinados pelo ergosterol e 24(28)DHE cristalinos, respectivamente (BREIVIK;
OWADES, 1956).

e ™ e A\
Repique Agar Pré-i Pesar 0
ré-inoculo
Sabouraud em 50mL Incubar 16h, Falcon de 50
Candida em shaker a mL e
albicans SC Caldo 35°C transferir o
5314 Sabouraud indculo
\_ ) \\§ J
Adicionar : Centrifuga
Determina o
. 3mL de KOH P 2700 rpm
Vortex 1 min. sobre o p%soo Ileqlrelglo (856 X g); 5
sedimento P min.
4 N\ ( )
Transfere as : Deixar esfriar
suspensdes SEDQO Malr;]a a temperatura Adicionar
para tubos de por 1h. ambiente 1mL de agua
Borossilicato destilada
com tampa estéril + 3mL
\ J de n-heptano
Transferir a camada ~ g
de n-heptano para _
um novo tubo e Vortex 3 min.

armazenar a -20°C

por até 24h.
. Escanear em
DEI':glr: 05|Xp(;m espectrofotbmetro

entre 240 e 300 nm

Figura 10 — Processo de Quantificagédo do ergosterol produzido pelas células com e sem tratamento.
Fonte: Da autora, 2017.
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4.4  MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

Para avaliar a topografia celular e dos biofilmes, utilizamos o microscopio de
forca atdbmica (NX10 — Park; Software SmartScan™) do LabAFM, que faz parte do
Centro de Microscopia (CEMIC) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG),
obtido por meio do FINEP (Proc. 0179/12).

As células tratadas foram colocadas sobre laminulas 13mm e secas a
temperatura ambiente. As imagens possuem, aproximadamente, 50um x 50um e
20pm x 20pum e foram lidas por AFM em modo N&o-Contato, com Cantilever NSC15
(UMasch; 125um, 40N/m, 125khz). As imagens foram analisadas pelo programa XEI™

para a obtencéo destas em terceira dimenséao (3D).

4.5 ANALISES DA EXPRESSAO GENICA DE ASPARTATO PROTEASES

As concentracfes nas quais foi conferida as ICs e a acdo sinérgica foram
selecionadas e refeitas em volumes de 50mL em RPMI 1640. As células foram
colhidas e lavadas duas vezes com PBS gelado, sendo centrifugadas por 4 minutos,
a 4000 rpm, sob temperatura de 4°C e o sobrenadante desprezado. O sedimento foi
ressuspenso em 1 mL de tamp&o de extracdo (760 puL de Agua DEPC; 100 pL de
TRIS-HCL 2M, pHS8; 40 pL de NaCl 0,25M (14,629 diluido a 1M); 50 uL de EDTA 0,5M;
50 pL SDS), preparado no momento do procedimento, junto a uma pequena porgao
de pérolas de vidro.

A suspenséo foi agitada vigorosamente por 20 minutos, para rompimento da
parede celular do fungo, e, em seguida, centrifugada por 2 minutos a 14000rpm. O
sobrenadante obtido foi recolhido e adicionado sobre 1mL de TRIzol® Reagent
(ThermoFisher Scientific), ja contido em um novo tubo. Apdés isso, 0s tubos foram
homogeneizados, foi adicionado 400ul de cloroférmio e novamente agitados. Durante
todo o procedimento os tubos foram mantidos, quando possivel, em banho gelo. As
amostras foram centrifugadas novamente por 15 minutos, a 4000 rpm, estando

sempre sob temperatura de 4°C.
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A fase aquosa obtida foi transferida para outro tubo de microcentrifuga e
adicionado isopropanol, em volume aproximadamente igual ao contetdo ja presente
no tubo (1:1) e agitados. Estes tubos foram incubados em freezer por 30 minutos para
a precipitacdo do material genético. Decorrido este tempo, foi feita a centrifugacéo e
o sobrenadante foi descartado. O RNA foi entdo, lavado duas vezes com éalcool 75%,
nas condi¢des ja programadas de centrifugagdo (14000rpm/15min./4°C), removido o
maximo do sobrenadante e seco a temperatura ambiente. Para isto, os tubos foram
deixados com as tampas abertas por 10 minutos, sobre a bancada. O RNA obtido foi

entdo ressuspenso em 30ul de 4gua livre de RNases (DEPC).

4.5.1 Tratamento do RNA e Transcricdo Reversa.

Para operar a construcdo da fita de DNA complementar (c-DNA) as amostras
de RNA foram quantificadas por espectrofotometria no aparelho NanoDrop™
(ThermoFisher Scientific).

Apos a quantificacdo realizamos o tratamento com DNAse | (Invitrogen™ -
ThermoFisher Scientific), para a eliminacdo de possiveis contaminantes e DNA
residual. Para este procedimento, foram calculados e adicionados em tubos para
PCR, aproximadamente, 2000 ng de amostra de RNA diluidos em 8 uL de &gua, 1 pL
do Reaction Buffer 10x (400mM Tris-HCI ph 8,0; 100mM MgSO4 e 10mM CaCl2) e 1pL
de DNAse | (1U/uL). Apds serem gentilmente homogeneizados, foram incubados por
cerca de 15 minutos a temperatura de aproximadamente 37°C. Apds este repouso,
uma solucéo de parada (20mM EGTA; pH 8,0) foi adicionada para blindar os ions Ca?*
e Mg?* e impedir que catalisassem a hidrélise do RNA.

Os tubos foram entdo aquecidos a 70°C durante 10 minutos para a
desnaturacdo da DNAse | e do RNA e, em seguida, resfriados em banho de gelo,
seguindo imediatamente para a transcri¢cao reversa.

A transcricdo reversa foi realizada de acordo com as indicagdes do fabricante
da enzima recombinante, com algumas modificagdes. Para isso, foram preparadas
duas misturas (Mix 1 e Mix 2). Os Mixes foram constituidos em um frasco cada um,

para posterior distribuicdo sobre as amostras. No Mix 1, foram adicionados os
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desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTPs — 10mM) e o primer Oligo-dT (0,5
pg/mL). Todos foram calculados previamente para que contivessem 1L de dNTPs e
1pL do primer especifico por tubo de amostra. No Mix 2, foram adicionados 2L de
DL-Dithiothreitol (DTT - 0,1M), 4uL de tampéo 5x First-Strand Buffer (250mM Tris-HCI,
pH 8,3; 375mM KCI; 15mM MgCl2) e 1 uL da polimerase recombinante M-MLV (200U/
pL), multiplicados pela quantidade de amostra. Todas as amostras foram
padronizadas com uma concentracdo de RNA de, aproximadamente, 1000ng/tubo e
destes, utilizamos 11L.

Nos tubos j& contendo 11uL das amostras, foi adicionado o Mix 1, de acordo
com as concentracdes descritas acima, e estes prosseguiram para o termociclador
(Applied Biosystems - ThermoFisher Scientific). O aparelho foi programado para
realizar 5 minutos a 65°C, onde, decorridos 4 minutos e 30 segundos, foi adicionado
0 Mix 2. Em seguida, os tubos passaram por 50 minutos de incubacao a 37°C. Apoés
isto, as amostras foram expostas durante 5 minutos a uma temperatura de 95°C e,

entdo, finalizando o processo a 12°C.

4.5.2 PCR em tempo real

Para PCR em tempo real (QPCR) foram utilizadas sondas de hidrélise
duplamente marcadas do tipo TagMan®, que possuem o fluor6foro 6-FAM na
extremidade 5’ e o “quencher” lowa Black®FQ na extremidade 3’. As sequéncias dos
primers utilizados foi retirada do trabalho de Naglik e colaboradores (2008), para
sintese destes (Anexo ).

Para a deteccéo da expressdo do gene SAP10 nas amostras, 3 uL de cDNA
foram adicionados a 10uL de TagMan® Universal PCR Master Mix 2X e 1 uL da
mistura contendo os iniciadores para o gene SAP10 (18uM).

No StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems - ThermoFisher
Scientific), um ciclo de 50°C por 2 minutos removeu qualquer ligacdo inadequada
evitando contaminacdo cruzada. Em seguida, um ciclo de 95°C por 10 minutos
promoveu a desnaturacao das cadeias de cDNA e a ativagédo da Tag polimerase. A
amplificac@o ocorreu através da realizacéo de 40 ciclos, sendo cada um de 95°C por

15 segundos e 60°C por 1 minuto.
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O nivel de background fluorescente (“baseline”) e o limiar para a fluorescéncia
FAM (“Threshold”) foram programados manualmente.

Os dados obtidos na RT-PCR foram analisados de acordo com a metodologia
descrita por Livak e Schmittgen (2001).

Os “Cycle Threshold” (Cr), pontos que detectam o ciclo no qual cada reacao
atinge o limiar da fase exponencial, sdo utilizados para analise relativa de altera¢cfes
da expressdo do gene alvo comparado a expressdo do mesmo gene em um grupo
controle de crescimento sem tratamento (SCHMITTGEN; LIVAK, 2001).

Resultados com Cr indeterminado foram considerados vélidos e relatados
como negativos para a presenca do DNA alvo. Resultados com Ct<37 estéo relatados
como positivos para a presenca do DNA alvo. Quanto maior for o valor do Ct, menor

foi o numero de cépias do gene amplificado.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

O trabalho utiliza o delineamento inteiramente casualizado.

Realizamos testes de Andlise de Variancia e com o pds-teste de Bonferroni
para o teste de médias, com intervalo de confianca de 95%, e Regressao N&o-Linear
para as andlises de Dose-Resposta dos compostos. As diferencas entre 0s grupos
foram comparadas pelo teste de mudltiplas comparacdes de Dunn, considerando
significativas quando p-valor<0,05.

Em todas as andlises matematicas utilizamos o software GraphPad® Prism 5.01
(2009), enquanto que, para as analises de interacbes, foi usado o software
ComboSyn, Inc. (2005) e para andlise de imagens de AFM foi utilizado o programa
XEI™1.8.2 AFM Data Analysis Software (2013).
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5 RESULTADOS

As amostras padrbes ATCC 90028, ATCC 64548, ATCC 10231, ATCC 09543
e SC 5314 de Candida albicans foram testadas e a sensibilidade das linhagens foram
analisadas de acordo com o documento EUCAST E.Def 7.3.1 (2016), com algumas
modificacdes (Figura 11). A amostra ATCC 10231 (0,133 *= 0,01) apresentou
resisténcia a todas as doses de Fluconazol testadas. As linhagens ATCC 09543
(0,0691 + 0,03) e ATCC 64548 (0,0571 £ 0,04) se mostraram sensiveis a tratamentos
com 0,5 pg/mL de FLC (CLSI, 2012; EUCAST, 2016). SC 5314 (0,0598 £ 0,01) foi a
Gnica linhagem que obteve inibicdo de 50% do crescimento com doses inferiores a 0,5

pug/mL. A partir dos dados obtidos, optamos trabalhar com esta linhagem.

Perfil de sensibilidade
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Figura 11 — Perfil de sensibilidade das amostras de C. albicans ao
FLC, em relagdo ao controle, obtido por teste de
microdiluicdo em caldo, realizado a partir do documento
M27-S4 (CLSI, 2012) e submetidos a leituras
espectrofotométricas a 530nm, apds 24h de exposicéo de
acordo com o documento E.Def 7.3.1 (EUCAST, 2016)
(p<0,001).

Fonte: Da autora, 2017.

Com a amostra definida, os biofilmes (BF) foram formados e padronizados em
seu crescimento, sendo todos os aspectos de desenvolvimento e adesao celular
observados. Apos a incubacéo de 48h, foi realizado o ensaio de reducédo do XTT. Esta

analise mostrou a atividade metabdlica homogénea na placa (p>0,05) (Figura 12).
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Padronizagdo do crescimento
0.3

Figura 12 — Teste de padronizacdo do crescimento em
biofilmes (BF) por cultivo em placa, avaliado
por meio da média obtida no ensaio de
reducdo do XTT, apos 48h da dultima
lavagem.

Fonte: Da autora, 2017.

Nota: N&do houve diferenca significativa entre os testes

(p>0,05).

51 ANALISE DA SENSIBILIDADE E ENSAIO DE ASSOCIACOES ENTRE
COMPOSTOS SOBRE CELULAS PLANCTONICAS

As células planctbnicas se mostraram sensiveis ao fluconazol (FLC), com
inibicdo de 50% do crescimento, quando tratadas com doses a partir de 0,125 pg/mL.
Sob os tratamentos com Guttiferona A (GUT), a mesma linhagem necessitou de 7,5

pg/mL para ter seu crescimento inibido em 50% (Figura 13).
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Dose-Resposta

0.35
0.30

-~ FLC
0.25 -2 GUT

0.20

2530 nm

0.15

0.10

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dose (ng/mL)

Figura 13 — Curvas de Dose-Resposta de Fluconazol (FLC) e Guttiferona A
(GUT) sobre células plancténicas de C. albicans SC 5314.

Fonte: Da autora, 2017.

Nota: Linha tracejada corresponde a 100% do crescimento celular. Teste de
microdiluicdo em caldo baseado nos documentos M27-S4 (CLSI, 2012)
e E.Def 7.3.1 (EUCAST, 2016). As placas foram submetidas a leituras
espectrofotométricas a 530 nm apés 48h de exposicdo. DO — Densidade
Optica celular.

Pelo checkerboard, cruzamos as concentracbes de cada farmaco isolado
obtendo as combinacdes entre estes. As inibicdes variaram entre 50% a 90% com um
FICI = 0,156 (Tabela 3). As combinag¢des foram entdo analisadas no Isobolograma,
que leva em consideracdo a lei de acdo das massas, permitindo uma analise mais
detalhada do efeito promovido. A associacdo que apresentou maior sinergismo foi 0,5
pg/mL de FLC combinado a 0,469 pg/mL de GUT (Figura 14). Esta combinacao
provocou a inibicdo de 75% do crescimento celular, enquanto que, 0,5 pg/mL de FLC

sozinho foi capaz de inibir apenas 50% do crescimento.

Tabela 2 — indice de concentracéo inibitéria fracionada (FICI) obtido a partir das associa¢ées de FLC

a GUT.
Concentragao FIC FICI
(Hg/mL)
MIC GUT comb. 0,234
0,0312
IC GUT 7,9 0,156
MIC FLC comb. 0,016 ’
com ’ 0,1248

IC FLC 0,125
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Associagbes
Dose FCL; Dose GUT

O Bug/mlb 1.875 pgsfmlL

O Bpgfml 7, 5pa/mL
B pgfmlb; 3,7 Spgsiml

7 Bpgd/mb 0.234p0/mL

& 2pgfmb; 15pa/mL
2pgfmlb; 37 5pgsmL
2pgfmb 1,87 5pg/mL
2pgiml; 0,937 Spgsml

O Zpgfmb 0,46%u0./mL

A 2p0/mb; 0,2 34pg/mL
0,5p0/mb; 04690 /mlL
0,25pg/mLb; 0.46%00/mL

> 0,250l 0,234p0,/mL

+ 0,125pa/mL; 0,2 34pg fmL
0,01 56pg/mL; 7,500/ mL

0 05 T 0 0,0156pg/mL; 3,7 Spg/mL
i Mg Hg

Figura 14 — Isobolograma representativo de todas as associagdes com inibicdes acima de 50%.

Fonte: Da autora, 2017.

Nota: A posicao dos pontos mostra a potencializagao dos efeitos do fluconazol sobre as células
do biofilme. Quanto mais préximo do 0 maior é o efeito, ou seja, maior sera o sinergismo.

A partir destes dados, passamos a testar apenas as concentracdes inibitérias
0,125 pg/mL para FLC, 7,5 pug/mL para GUT e a associacédo 0,5 pg/mL de FLC com
0,469 pg/mL de GUT, que apresentou 75% de inibicdo do crescimento celular
Testamos também ¥4 destas, de modo a saber qual significancia haveria em hipétese
de profilaxia, sendo 0,0312 pg/mL para o FLC, 3,75 pg/mL para a GUT e ¥ de cada
dose usada na associacao selecionada (FLC 0,125 pg/mL x GUT 0,117 pg/mL).

5.1.1 Andlise em Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

Para avaliar se 0s compostos e a associacdo provocavam alteracdes na
topografia da célula, analisamos microscopicamente por forca atbmica. Neste
podemos observar que, no controle de crescimento, as células variaram de tamanhos,
tendo, em média, 2,69 um de diametro (x1,09). As células planctdnicas tratadas com
FLC (2,75 um £ 0,14) e GUT (2,93 um £ 0,22) ndo apresentaram alteracdes

topogréaficas nem quanto o tamanho celular, em relagédo ao controle (p>0,05). Quando
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aplicado o tratamento associado (3,76 um * 0,62), as células exibiram um tamanho

maior do que as células sem tratamento (p<0,001) (Figuras 15 e 16).

Tamanho médio celular
Planctdonicas

Tamaho (um)

Figura 15 — Tamanho das células plancténicas cultivadas sob os
tratamentos 0,125 pug/mL para FLC, 7,5 pg/mL para
GUT e Associagdo FLC+GUT (0,5 pg/mL de FLC x
0,469 pg/mL de GUT) (*** p<0,001).

Fonte: Da autora, 2017.

Nota: Média de células contadas por analise: 10 células.
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Figura 16 — AFM de células planct6nicas de C. albicans SC 5314.
Fonte: Da autora, 2017.

Nota: (A) Controle de crescimento; (B) FLC 0,125 pg/mL; (C) GUT 7,5 pg/mL; (D) Associacdo de maior
acao sinérgica — 0,5 pg/mL de FLC + 0,47 pg/mL de GUT.

5.1.2 Quantificagao do Ergosterol

Devido ao crescimento do fungo ter sido reduzido a 25% com a associagao
entre FLC e GUT, sob baixas dosagens (0,5 ug/mL FLC x 0,469 pg/mL GUT), e estas
células apresentarem aumento de tamanho, hipotetizamos a ocorréncia de um

possivel ponto de acdo na membrana e/ou na parede celular. Com o objetivo de
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verificar se a GUT atua na via de sintese do ergosterol, principal esterol da membrana

do fungo, realizarmos a quantificacido deste.

Fluconazol

Guttiferona A 1.59

1.54
1.59

1.0
1.04

Abs
Abs

0.54
0.5

0.0

0.0

)

0.0

) 9 S Q D > ' T T T > > & > )
PP QD © ® ® @ ©® O A S A
Espectro (nm) v vy v v v Espectro (nm)
Espectro (nm)
— CTROL — cul — FLCO,5 pg/mL
— GUT 7,5 pg/mL — CTROL — FLC 0,125 pg/mL — GUT75ug/mML  _ £ crGUT 75%
GUT 1,875 pg/mL — FLC 0,5 pg/mL — FLC 0,032 pg/mL — FLC 0,125 pg/mL

Figura 17 — Perfil espectrofotométrico UV (240 a 300 nm) do esterol obtido da linhagem SC 5314
sob os tratamentos de GUT (7,5ug/mL), FLC (0,125ug/mL) e da associagdo com maior
sinergismo (0,5ug/mL de FLC x 0,47ug/mL de GUT).

Fonte: Da autora, 2017.

Nota: A presenca do ergosterol € percebida pela altura dos picos, quanto maior a concentracao,

mais alto o pico.

Observamos que, a producdo deste esterol em células de C. albicans sem
tratamento, é responséavel por 1,86% (+ 0,11) do peso liquido celular. Sob tratamento
com FLC, que atua diretamente nesta via, a producdo se restringiu pela metade,
atingindo em média 1,17% (z 0,23) do peso liquido celular (p<0,05). O tratamento com
GUT nao apresentou reducdo significativa no esterol, sendo responsavel por cerca de
1,7% (+ 0,02) do peso liquido das células (p>0,05). Com tratamento subinibitério de
Y, da IC de GUT, a quantificacdo se manteve, o que nos leva a descartar a
possibilidade de atuacdo deste composto pela via de sintese do ergosterol (Figura
17). No entanto, quando associados, 0s compostos promoveram uma forte queda na

producéo do esterol, chegando a 0,79% do peso liquido obtido (p<0,001) (Figura 18).
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Figura 18 — Porcentagem de producéo do ergosterol / peso do
sedimento obtido da linhagem SC 5314 sob os
tratamentos de GUT (7,5 upg/mL), FLC (0,125
pg/mL) e da associagdo sinérgica com 75% de
inibicdo do crescimento (0,5 pg/mL de FLC x 0,47
pg/mL de GUT) (p<0,001).

Fonte: Da autora, 2017.

5.1.3 Andlise da expressao génica em células planctbnicas

Avaliamos quantitativamente os genes SAP9 e SAP10, que estdo ligados a
manutencdo da morfologia celular de C. albicans. O método utilizado foi pelo TRIZol®
Reagent (ThermoFisher Scientific) conforme descrito anteriormente. Os controles de
crescimento apresentaram, visualmente, uma maior densidade celular, enquanto que,
as células tratadas, apresentaram um menor volume em massa devido aos
tratamentos de inibicdo do crescimento. A qualidade do material extraido pode ser
verificada pelos valores das relagbes 260/280, que avalia a pureza do material, e
260/230, que quantifica a relagdo entre a quantidade de RNA total extraido e os
valores de fendis, contidos na diluicdo (BUSTIN et al., 2009).

Sob tratamento, SAP9 teve sua expresséo levemente alterada, chegando a ter

1,2 vez a expresséo do considerado normal (grupo controle), quando as células foram
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tratadas com GUT 7,5 pg/mL (IC50). A presenca de ¥4 desta concentracdo aumentou
para 1,5 vez a expressao de SAP9. Este mesmo perfil de aumento na expressao foi
observado nos tratamentos com FLC, tanto nas concentracdes inibitérias (0,125
pg/mL) quanto em ¥4 destas (Figura 19).

SAP9 SAP10

SN
1

Expressao
Expresséo

Figura 19 — RT-PCR. Expresséo dos genes SAP9 e SAP10 antes e apds os tratamentos com doses
inibitérias e subinibitérias de compostos com atividade antifingica e a associagdo
sinérgica.

Fonte: Da autora, 2017.

Nota: Valores de SAP9 e SAP10 expressos pela média dos Ct obtidos. Variagdo: ACT1 (0 - 2Ct).

A associacdo permitiu uma reducdo na expressao do gene SAP9 a niveis
abaixo dos expressos pelo controle, enquanto que, a presenca destas drogas em
doses de V4, também associadas, aumentou em quase 3 vezes a expressao deste
gene. As doses subinibitérias da associacdo foram bastante baixas, girando em torno
de 0,125 pg/mL de FLC e 0,117 pg/mL de GUT. Esta dose isolada de FLC, ndo
apresentou tamanha potencializacao na inibicdo da expressao.

A Sapl0p, frente aos tratamentos, foi suprimida com FLC e com a associagao,
nas doses inibitérias testadas. No entanto, a GUT 7,5 ug/mL promoveu um aumento
de mais de 3 vezes, comparado ao controle, enquanto que ¥ do FLC regulou em
quase 5 vezes acima da expressdo do grupo controle. A presenca de ¥4 de GUT
aumentou a expressdo em 1,5 vez. Na associagdo, ambos os tratamentos (IC e %)
suprimiram a expressao desta aspartato protease.

As alteracOes na expresséo ocorridas sob os tratamentos com a associacao

podem ter influenciado na alteracdo da morfologia celular observada pela microscopia
de forca atébmica.
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5.2 ANALISE DA SENSIBILIDADE E ENSAIO DE ASSOCIACOES ENTRE
COMPOSTOS SOBRE BIOFILMES

A partir dos dados obtidos com as ceélulas planctbnicas, iniciamos os
tratamentos dos biofilmes com doses a partir de 16 pg/mL para FLC e GUT. Nestes,
ja foi constatado que a resisténcia aos antimicrobianos pode ser aumentada em até
1000 vezes (TOBUDIC et al., 2012).

A linhagem C. albicans SC5314, ndo apresentou suscetibilidade ao fluconazol
(Figura 18), sendo a inibigdo maxima obtida de 25% do crescimento, corroborando 0s
testes feitos por Ramage e colaboradores (2002). De acordo com este autor, por ser
o FLC um agente fungistatico, ele apresenta fraca ou nenhuma atividade sobre células
em biofilmes (RAMAGE et al., 2002). Além disso, nem a GUT, nem as associacdes
foram capazes de inibir a atividade metabdlica celular, mostrando a capacidade de
resisténcia desta conformacao (Figura 20).

Dose-Resposta
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Figura 20 — Curvas de Dose-Resposta de Fluconazol (FLC) e Guttiferona A (GUT)
(ug/mL) sobre biofilmes de C. albicans SC 5314, obtidas a partir da
andlise do ensaio de reducgédo do XTT, ap6s 48h de incubacéo.

Fonte: Da autora, 2017.

Nota: FLC (16 — 1024 pg/mL); GUT (16 — 1024 pg/mL); Linha tracejada corresponde

ao controle de crescimento.
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Com estes dados, selecionamos as concentra¢cdes maximas e minimas de FLC
(16 pg/mL e 1024 pg/mL) e GUT (16 pg/mL e 1024 pg/mL) testadas para avaliarmos
topograficamente os biofilmes, utilizando a Microscopia de Forca Atémica (AFM).

Nos biofilmes, observamos uma concentracdo de matriz extracelular elevada e
a presenca de hifas (Figura 21). A GUT 1024 pg/mL apresentou um aumento no
volume da biomassa, avaliada pelo cristal violeta 0,4%, quando comparado com 0
controle e outros tratamentos (p<0.001) (Figuras 21 e 23). Esta diferenca também
pode ser observada quando analisamos as imagens em AFM, no qual os biofilmes de
GUT 1024 pg/mL apresentam uma altura (z) de até 3 um, enquanto que nos demais,
a altura média € de 1,3 um (Figura 20). Apesar disto, foram as células tratadas com
GUT 16 pg/mL que se mostraram maiores em relacdo ao controle e aos demais
tratamentos (p<0,001) (Figura 21).
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Figura 21 — Densidade otica observada por meio de coloracdo com Cristal Violeta a 0,4% e
Tamanho celular médio por AFM.
Fonte: Da autora, 2017.
Nota: Os tratamentos com GUT 1024 pg/mL apresentaram aumento na biomassa formada,
guando comparado aos demais tratamentos e controle (p<0.001), no entanto, o tamanho
médio das células se mostrou aumentado nos tratamentos com GUT 16 pg/mL (p<0,001).



Figura 22 — Microscopia de forca atbmica de Biofilmes de C. albicans SC 5314.

Fonte: Da autora, 2017.

Nota: (A) Controle de crescimento; (B) FLC 16 pg/mL; (C) FLC 1024 pg/mL. Eixos “x”, “y” e
“Z” representam, respectivamente, largura, comprimento e altura. Os niveis de altura
estao representados também pela cor: quanto mais clara a coloragédo, mais alto, ou
espesso, é o biofilme.

54
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(x) 10

Figura 23 — Microscopia de for¢a atdbmica de Biofilmes de C. albicans SC 5314 tratados com
GUT.
Fonte: Da autora, 2017.
Nota: (A) GUT 16 pg/mL; (B) GUT 1024 pg/mL. Eixos “x”, “y” e “Z” representam,
respectivamente, largura, comprimento e altura. Os niveis de altura estao representados
também pela cor: quanto mais clara a coloracdo, mais alto, ou espesso, € o biofilme.
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6 DISCUSSAO

Infeccdes fungicas provocadas por Candida spp. sdo a causa mais recorrente
de morbidade e mortalidade no mundo todo (TOKA OZER; DURMAZ; YULA, 2016).
Para o tratamentos destas, € utilizado o fluconazol, um dos farmacos mais importantes
em tratamentos de candidiase, sendo primeira escolha para estes fins, devido a seus
efeitos colaterais reduzidos em comparacdo aos demais farmacos de mesma
finalidade (PUIG-ASENSIO et al., 2014; ROBBINS; WRIGHT; COWEN, 2016). No
entanto, devido ao amplo uso deste como tratamento e em medidas profilaticas, tem-
se observado o aumento da resisténcia e o surgimento de espécies emergentes com
sensibilidade reduzida frente a este farmaco (TOKA OZER; DURMAZ; YULA, 2016).
Com o objetivo de avaliar os efeitos associativos entre biocompostos e farmacos,
diversos trabalhos tém despontado no cenério de combate a esta resisténcia (CHANG
et al., 2016; GARCIA; TORRES; MACIAS, 2015).

Nos estudos em busca de atividades sinérgicas, que tém sido amplamente
promovidos, o FLC se destaca dentre os medicamentos usados devido a seu amplo
uso. Ele apresenta efeitos sinérgicos comprovados com diversos tipos de compostos
como Eugenol e Metileugenol (fenilpropanol), Berberina (alcaloide), Fluoxetina
(antidepressivo), Ciclosporina A (imunossupressor) e Glabridina (isoflavona).
(AHMAD; KHAN; KHAN; et al., 2010; GU et al., 2016; LI et al., 2015; LIU et al., 2014,
UPPULURI et al., 2008)

Por conta de suas caracteristicas e biodisponibilidade, ele acaba sendo
também um dos farmacos de primeira escolha para tratamentos antifingicos e
tratamentos profilaticos, aplicacdes em doses subinibitdrias utilizadas geralmente em
pacientes imunocomprometidos, como transplantados de medula 6ssea (JIANG et al.,
2013; MARR et al.,, 2000). O uso destas doses subinibitérias esta relacionado a
reducdo dos casos de candidemia e mortalidade entre estes pacientes (GARCIA-
CUESTA; SARRION-PEREZ; BAGAN, 2014). Concentra¢des subinibitérias reduzem
o volume de células produzidas mas ainda ha o crescimento, mostrando que a acao
do FLC sobre o fungo é dependente da dose. (AHMAD; KHAN; MANZOOR,; et al.,
2010; NAVARATHNA et al., 2005).

Em nossos estudos buscamos avaliar os efeitos do Fluconazol (FLC) associado

a Guttiferona A (GUT). As doses encontradas como inibitérias para FLC (0,125 pg/mL)
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sobre as células planctonicas foram comuns a de outros trabalhos ja realizados na
area, com esta mesma linhagem celular, e revelam a sensibilidade desta de acordo
com os padrdes exigidos internacionalmente (BUJDAKOVA; KULKOVA;
CERNAKOVA, 2012; CLSI, 2012; COLOMBO et al., 2006; CORDEIRO et al., 2013;
EUCAST, 2016). Sob associa¢fes, obtivemos varios perfis de interacdo, sendo que
as associacfes sinérgicas e aditivas, foram as que mais se destacaram. Assim,
selecionamos os tratamentos mais efetivos isolados e em associac¢édo, com indices de
inibicdo de crescimento acima de 50% e % dos mesmos para avaliagdo sob doses
subinibitérias.

A GUT ja havia sido avaliada como agente fungistatico em trabalhos realizados
anteriormente corroborando os resultados obtidos neste estudo (DIAS et al., 2012).
Além disso, ela ja se mostrou ser menos téxica a células de mamiferos e mais seletiva
a patdgenos (DIAS et al., 2012; PEREIRA et al., 2010).

A toxicidade de GUT pode estar ligada ao fato desta ser uma benzofenona
serina/cisteina protease poliisoprenilada, e sua atividade antimicrobiana pode estar
relacionada aos grupos prenil ligados a sua estrutura (AGA et al., 1994; DIAS et al.,
2012; MARCUCCI et al., 2001). Quanto mais grupos prenil ligados, maior é a
lipofilicidade do composto (MARCUCCI et al.,, 2001). Com esta caracteristica, o
composto pode apresentar uma certa fluidez pela membrana. Uma vez dentro da
célula, existem diversos pontos onde este composto pode atuar. Um deles, € o fato
deste estimular a producédo espécies reativas de oxigénio (EROS) por interacdo com
a membrana das mitocondrias (PARDO-ANDREU et al., 2011). C. albicans é
geralmente exposta a estes produtos durante sua interagdo com fagocitos, tanto intra
como extracelularmente (ENJALBERT et al., 2007; MIRAMON et al., 2012). Para se
defender, a levedura produz agentes antioxidantes, como a superoxido dismutase
(SOD), expressa na superficie celular ancorada a membrana por meio do
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (FRADIN et al., 2005). No entanto, um estresse catidnico
€ capaz de inibir a resposta antioxidante do fungo, fazendo com que este ndo consiga
escapar do fagossomo, tornando eficiente a defesa do hospedeiro (KALORITI et al.,
2014). Em C. albicans, a responsavel pela manutengdo da homeostase catidnica,
morfogénese, progressdo do ciclo celular, entre outras diversas funcdes, é a
calcineurina (FOX; HEITMAN, 2002). Ela também é responsavel pelo alivio do
estresse celular gerado, quando a producdo de ergosterol pela lanosterol-14-a-

demetilase € inibida por compostos azolicos, promovendo o acumulo de esterois 14-
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a-methyl-3,6-diol, codificados pelo gene ERG3 e que séo toxicos na membrana (FOX;
HEITMAN, 2002; SHAPIRO; ROBBINS; COWEN, 2011).

Avaliando morfotopograficamente as células plancténicas tratadas com o FLC
e com a GUT, estas ndo apresentaram alteracdes significativas em relacdo ao seu
tamanho ou forma, quando comparadas as células do grupo controle (p>0,05). No
entanto, na associagcdo, observamos que apesar de inibir cerca de 75% do
crescimento, as células remanescentes apresentaram um tamanho alterado, sendo
estas, maiores do que as demais, quando comparada aos outros cultivos tratados e
ao grupo controle (p<0,001). O amento do tamanho celular implica em diferencas na
resposta do hospedeiro. Microrganismos pequenos sao mais facilmente fagocitados
gue microrganismos maiores ou hifas, desencadeando a resposta oxidativa apenas
dentro do fagocito, no caso neutrdfilos, controlando a liberacdo de IL-13 e reduzindo
o recrutamento celular imunolégico (WARNATSCH et al., 2017). Microrganismos
maiores requerem uma resposta granulomatosa, devido ao seu tamanho em relacao
ao patogeno ser inferior (BRANZK et al., 2014). A resposta imunologica aumentada
esta relacionada ao aumento de danos aos tecidos do hospedeiro pois ha a liberacéao
de EROS extracelularmente para o combate patégeno-hospedeiro (BRANZK et al.,
2014; WARNATSCH et al., 2017). Além disso, em meios liquidos as ceélulas sdo
particulas e, dependendo da velocidade do meio, seu tamanho pode influenciar em
mecanismos como adeséo e colonizacdo (DONLAN, 2002).

Esta associacdo também reduziu significativamente a producéo de ergosterol,
principal esterol da membrana fungica e alvo dos compostos triazélicos (p<0,001)
(MORSCHHAUSER, 2002). O FLC aplicado de maneira isolada também reduziu a
producdo deste, porém em niveis superiores aos da associacdo. Isto pode ser
explicado pelo fato de que o esterol téxico produzido pela atuacdo do FLC aumenta a
fluidez da membrana, permitindo a entrada de outros compostos (SORGO et al.,
2011). Atividade semelhante pode ser observada em estudos com Berberina
associada ao FLC, onde este farmaco promoveu o aumento da Berberina intracelular,
efeito que n&o foi observado quando o bioativo foi aplicado isoladamente sobre as
células de C. tropicalis, linhagem menos sensivel ao FLC e maior potencial patogénico
do que C. albicans (SHAO et al., 2016; WILSON et al., 2014).

Fendtipos anormais também sédo encontrados em mutantes nulos nos genes
codificadores das aspartato proteases SAP9 e SAP10, além destes ndo obterem uma

separacao efetiva das células parentais com as filhas (ALBRECHT et al., 2006).
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Os tratamentos promovidos em nosso trabalho alteraram a expressao dos
genes SAP9 e SAP10, essenciais para a manutencao da integridade da membrana e
adeséao (ALBRECHT et al., 2006). Com excecéao da IC da associacéo (0,5 pg/mL de
FLC x 0,469 pg/mL de GUT), todos os outros tratamentos promoveram um suave
aumento da expressado de SAP9. Com a SAP10, apenas a IC de GUT atuou de forma

a aumentar sua expressao (Figura 24).
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Figura 24 — RT-PCR. Expressao dos genes SAP9 e SAP10 antes e apos
os tratamentos com doses inibitérias de compostos com
atividade antifingica e da associagao sinérgica.

Fonte: Da autora, 2017.

Nota: Valores de SAP9 e SAP10 expressos pela média dos Ct obtidos.

Variagdo: ACT1 (0 - 2Ct).

Em tratamentos isolados, a IC de GUT apresenta efeito maior sobre SAP10,
superexpressando esta protease em mais de 3 vezes, quando comparado ao controle.
As células tratadas com a IC de FLC, tiveram a expressdao de SAP10 inferior a no
grupo controle e, nas células cultivadas sob associacdo, esta expresséo foi ainda
menor (Figura 24).

Atividade especifica de Sapp aumenta progressivamente com a inibicdo do
crescimento promovida por compostos azolicos, sendo, proteinas relacionadas ao
reparo da parede, como a Sap9p, as mais expressas (COPPING et al., 2005; SORGO
et al., 2011). Em linhagens sensiveis a antifingicos, a reducéo da atividade de Sapp

€ de maneira dose dependente, enquanto que, em linhagens resistentes, ha o
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aumento da atividade destas proteases (WU et al., 2000). Os tratamentos com ¥4 das
ICs promoveram expressdes maiores do que os tratamentos inibitorios (Figura 25)
confirmando os dados que o cultivo de células fungicas na presenca de concentracdes
subinibitérias de FLC aumenta a producéo de Sapp, sejam as linhagens sensiveis ou
resistentes (BARELLE et al., 2008).
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Figura 25 — RT-PCR. Expressao dos genes SAP9 e SAP10 antes e apés
os tratamentos com doses subinibitérias de compostos com
atividade antifingica e da associacao sinérgica.

Fonte: Da autora, 2017.

Nota: Valores de SAP9 e SAP10 expressos pela média dos Ct obtidos.

Variagdo: ACT1 (0 - 2Ct).

Quando as células foram cultivadas na presenca de ¥ da associagdo (FLC
0,125 pg/mL x GUT 0,117 pg/mL), o gene SAP10 foi suprimido mas, SAP9 passou a
ser superexpresso, chegando a quase 3 vezes a quantidade expressa pelo grupo
controle (Figura 25). A Sap9p & mais expressa, geralmente, em modelos de infecgbes
de mucosa in vitro e in vivo, seguida por Sap10p, e, a auséncia de um destes genes,
faz com que o outro seja superexpresso de maneira compensatéria (ALBRECHT et
al., 2006; NAGLIK et al., 2008).

Estas proteases, Sap9p e SaplOp, também s&o responsaveis por processos

como a formacdo e manutencdo de biofilmes, que sdo estruturas heterogéneas
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diretamente relacionados a resisténcia aos farmacos e a tratamentos (CHANDRA et
al., 2001). Em sua fase inicial de formacé&o, a quantidade de células é baixa, permitindo
gue os tratamentos atuem com maior facilidade. Conforme ocorre a maturacdo do
biofilme, a densidade celular aumenta exponencialmente, dificultando a erradicacao
deste (LAMFON et al., 2004).

Lamfon (2004) mostrou em seus estudos que, tratando os biofilmes no inicio, a
gueda da viabilidade é de até 99,2%. Apoés 24h, os biofilmes tratados ndo apresentam
diferencas entre si e entre o controle de crescimento (LAMFON et al., 2004; RAMAGE
et al.,, 2002). O fluconazol apresenta uma leve atividade sobre esta conformacao
celular, chegando a inibir até 30% do crescimento celular (RAMAGE et al., 2002). Em
nossos biofilmes, nao foi diferente. Este farmaco apresentou baixa acao, com 25% de
reducdo da viabilidade, ou nenhuma atividade, expondo a resisténcia de C. albicans,
nesta forma de vida, acima de 2000 vezes, quando comparadas as IC das células
planctonicas (> concentragdo, sem atividade, aplicada sobre os biofilmes / IC do
composto referente em células plancténicas).

A toxicidade da GUT sobre as células planctbnicas também nado se repetiu
sobre os biofilmes. Sob baixas dosagens (16 pg/mL) ela estimulou o aumento de
tamanho das células e, quando tratados com altas doses (1024 pg/mL) as células
apresentaram o tamanho normal em relagdo ao controle, mas, aumentaram a
producdo de biomassa, elevando a espessura e resisténcia dos biofilmes.

A tolerancia de células de C. albicans em biofilmes expostos ao fluconazol
também esta relacionada a calcineurina, uma fosfatase Ca*/Calmodulina dependente
(FOX et al., 2001; UPPULURI et al., 2008). Isto explica a manutencéo da viabilidade
das células nos biofilmes aos tratamentos com o fluconazol e nas associacées. Nesta
linha de pensamento, as altas taxas de calcineurina requeridas para a manutencao
celular, devido ao estresse na membrana, também podem ter mantido a homeostase
cationica, evitando estresse oxidativo que poderia ser promovido pela GUT. Assim,
tem-se a resposta do fungo com agentes antioxidantes e o combate ao acumulo de
esterdis toxicos na membrana, mantendo a integridade desta.

Efeitos sinérgicos entre o FLC e a Ciclosporina, um imunossupressor de células
T utilizado na prevencéao de rejeicdo a transplantes, ja foram comprovados devido a
este inibir a producédo de calcineurina aumentando o estresse da membrana (CRUZ
et al., 2002).
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Sendo assim, estudos continuos a este trabalho se fazem necesséarios para
elucidacdo dos mecanismos de acdo do composto GUT e de suas associacdes a
farmacos utilizados nos tratamentos em infec¢des fungicas. Outro fator importante é
o esclarecimento da resposta fungica frente a fatores que Ihe provocam estresse,

como a atuacdo de farmacos em doses inibitérias e subinibitorias.
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7 CONCLUSOES

Candida albicans SC5314, em estado plancténico, foi sensivel ao Fluconazol,
tendo inibicdo de 50% do seu crescimento a partir de tratamentos com 0,125 pg/mL.
Guttiferona A apresentou atividade antifungica sobre células planctonicas de C.
albicans SC5314, com doses a partir de 7,5 pg/mL e inibicbes de até 90% do
crescimento com doses acima de 15 pg/mL. Quando submetidos a associacfes, 0s
compostos obtiveram efeito sinérgico, com inibicdo de até 75% e FICI de 0,1562.

O FLC reduziu pela metade a quantidade de ergosterol produzida pelas células
planctdnicas. Quando avaliada a associacao, esta, apresentou efeito de reducao na
sintese de ergosterol maior que o farmaco isolado (p<0,001), enquanto que a GUT
nao apresentou atividade significativa (p>0,05). Além disso, as células tratadas com a
associacao apresentaram uma morfologia alterada, tendo seu tamanho aumentado
em relacdo ao tamanho das células do grupo controle (p<0,001).

Nos biofilmes, o fungo apresentou resisténcia de mais de 2000 vezes quando
tratado com cada droga isolada. Também nao apresentou inibicbes quando testados
sob associagcbes dos compostos estudados. No entanto, um aumento na biomassa
dos biofilmes tratados com GUT 1024 pg/mL foi observado com a Microscopia de
Forca Atdbmica e com avaliacdo da biomassa produzida por meio do Cristal Violeta
0,4% (p<0,001).

A expressao de SAP10 foi suprimida nos tratamentos com as concentracdes
inibitérias de 50%, no entanto, quando tratados com concentra¢des subinibitorias (1/4
da IC), estes, apresentaram uma expressdo aumentada em até 2x em relacdo ao
controle, revelando sua sensibilidade. Sap9p foi expressa acima dos niveis
encontrados no controle, com excec¢ao do tratamento com a associacdo de 75% (0,5
pg/mL de FLC x 0,469 pg/mL de GUT), na qual sua expresséo foi reduzida em relacao

ao controle.
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ANEXO - Primers descritos para a familia SAP e para os genes de normalizacdo ACT1 e CEF3.

Gene Forward ({5°=3") Reverse (3°-3") Probe (5°-3")

AR TTTCATCGCTCTTGCTATTGCTT TGACATCAAAGTCTAAAGTGACAAAACC TTAGTTGATGCTTCTCCAGCTAAAAGATCCCC
SAP2 TCCTGATGTTAATGTTGATTOTCAMG TOOATCATATOTCCCCTTTTGTT CACTTATAGTGATCAAACTGCAGATTTCT

SAP3 GOACCAGTAACATTTTTATGAGTTTTGAT TGCTACTCCAACAACTTTCAACAAT CATCAAAMATTCAAAGCAACAAACCCTGGAG

SAP4 CAATTTAACTOGCAACAGGTCCTCTT AGATATTGAGCCCACAGAAATTCE TGOCCACATCATTTCTACCAGTATCGTCG

SAPS CATTGTGCAAAGTAACTGCAACAG CAGAATTTCOCCGTCGATGAGA TCCTCTTTTGTOCACATCACCATCTCTACCA

SAPs COTTTATGAGCACTAGTAGACCAAACG TTACGUAAAAGG TAACTTGTATCAAGA AGCAANTAATTGATTT T TAACAGAAGCACCACCAA
SAPT ATGGACACAGTGTGAAATATGAAGTG TCAGTGGAGGATGGACCATTAGA CATTGCCCTCTTCATCAGCACAAAAAGG

SAPR TCTCAAGAMATTATCOCCOCAAAATA TCGGTTOCATTATCAGAATTTGTTC AGTGGUCAGATCTCTACTAACACCAAAATAACAMNGAATT
SAPS ATTTACTCCACAGTTTATATCACTGAAGGT CCACCAGAACCACCCTCAGTT CAGGTGCATATTCAACGTTCTCCCCATTG

SARID COCGHGTATCCAATAGANTCGAA TCAGTGAATGTGACGAATTTGAAGA ACCACCAGAAGCAACATTTCCGTITTTG

ACTI GACAATTTCTCTTTCAGCACTAGTAGTGA GUTGGTAGAGACTTGACCAACCA ACTGTAACCACGTTCAGACAAAATCTTGGACAA
CEE3 GUTGTCAAAGCCATCTTACCAA GUTCTCAAGATOGCANCTTTTTC TTGACAACTTOACCAACACCAACAANTEGA

Fonte: Naglik et al. 2008; Quantitative expression of the Candida albicans secreted aspartyl proteinase gene family in human oral and vaginal candidiasis
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