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RESUMO

Espécies de Candida habitam o corpo humano, ndo causam doengas em organismos
considerados saudaveis, entretanto podem levar a infec¢cdes graves naqueles com
alteragcbes nos mecanismos de defesa e/ou quando ocorre comprometimento de
barreiras anatdbmicas. O agente etiolégico mais comum das infeccbes causadas por
Candida spp. € C. albicans, inclusive no Brasil. Ha muitos anos, antifungicos da classe
dos azois vém sendo prescritos para tratamentos de tais infec¢des, porém a incidéncia
de casos de resisténcias tem sido documentada. A superexpressédo do gene ERG11
e bombas de efluxo e mutagbes no gene ERG11 sdo descritos como mecanismos
moleculares de resisténcia a azbéis em Candida spp. Desta forma, analisar a
expressao génica do ERG11 de isolados clinicos e de fontes de colonizagdo ambiental
foi a proposta deste estudo, envolvendo tratamentos sob concentragdes inibitorias e
subinibitérais de fluconazol (FLU), nunca antes investigada. Assim, foram utilizados
trés isolados provenientes de fontes de colonizacdo de ambiente hospitalar e cinco
isolados clinicos, além da cepa padrdao ATCC 10231 cujas concentracdes inibitorias
minimas para fluconazol foram obtidas de acordo com o protocolo EUCAST Definitive
Document EDef 7.1 (2008). Os tratamentos consistiram de concentra¢des inibitorias
minimas (CIM) e subinibitérias equivalentes a 1/4 e 1/2 da CIM
do antifungico e na auséncia do mesmo. As quantificacfes das expressdes por RT-
gPCR foram realizadas para os genes ERG11, e o normalizador Actina. As analises
de expresséo relativa foram calculadas utilizando o método 222C¢t, Observou-se no
comportamento de todos os isolados analisados, independente da origem de
isolamento, inclusive a cepa padrdo ATCC 10231, aumento significativo de expresséo
do gene ERG11 em relacdo aos tratamentos com CIM, 1/2 e 1/4 da CIM de FLU
guando comparados aos mesmos isolados na auséncia de FLU. Esse aumento variou
entre 1,086 a 126,105. No grupo de isolados clinicos, aquele que mais expressou o
gene alvo foi 0 220 (126,10) e no grupo de colonizacdo ambiental foi o isolado 521
(40,79), ambos no tratamento da CIM de fluconazol. Em geral, a maior dose de
fluconazol (CIM) foi a que mais influenciou os isolados a expressarem ERG11,
seguido dos tratamentos com 1/2 e 1/4 da CIM. Estes resultados, de aumento da

expressao de isolados clinicos de C. albicans é relevante, especialmente nos casos



de pacientes em tratamento profilatico, quando o antifingico ao invés de proteger o
paciente da infeccao poderia estar estimulando o patégeno. No caso dos isolados de
colonizagdo ambientais terem apresentado o mesmo comportamento, gera um alerta
para a importancia na higienizacdo no ambiente hospitalar e antissepsia dos
profissionais da area da saude.

Palavras-chave: ERG11. Candida albicans. Expressao. Fluconazol. Concentracao

subinibitéria. Inibitéria



ABSTRACT

Candida species inhabit the human body, don’t cause diseases in organisms
considered healthy, however can lead to serious infections in those with changes in
the defense mechanisms and / or impairment of anatomical barriers. The most
common etiological agent of infections caused by Candida spp. is C. albicans,
including in Brazil. Many years ago, antifungal drugs of the azole class have been
prescribed for treatments of such infections, however the incidence of cases of
resistance has been documented. Overexpression of the ERG11 gene and efflux
pumps and mutations in the ERG11 gene are described as molecular mechanisms of
resistance to azoles in Candida spp. In this way, the analysis of the ERG11 gene
expression of clinical isolates and sources of environmental colonization was the
proposal of this study, involving treatments under fluconazole inhibitory and
subinhibitory concentrations (FLU), never researched before. Thus, three isolates from
hospital environment colonization sources and five clinical isolates were used, in
addition to the standard strain ATCC 10231 whose minimum inhibitory concentrations
for fluconazole were obtained according to the EUCAST Protocol De fi nitive Document
EDef 7.1 (2008). The treatments consisted of minimal inhibitory concentrations (MIC)
and subinhibitory equivalent to 1/4 and 1/2 of the CIM of antifungal and in the absence
of the same. Quantifications of the RT-gPCR expressions were performed for the
ERG11 genes, and the Actin normalizer. Relative expression analyzes were calculated
using the 2-22Ct method. It was observed the behavior of all the isolates analyzed,
independent of the origin of isolation, including the standard strain ATCC 10231,
significant increase of ERG11 gene expression in relation to treatments with MIC, 1/2
and 1/4 FLU MIC when compared to the same isolates in the absence of FLU. This
increase ranged from 1,086 to 126,105. In the group of clinical isolates, the one that
most expressed the target gene was 220 (126.10 times) and in the environmental
colonization group was the 521 isolate (40,79), both in the treatment of MIC of
fluconazole. In general, the highest dose of fluconazole (MIC) was the one that most
influenced the isolates expressing ERG11, followed by treatments with 1/2 and 1/4
MIC. These results of increased expression of clinical isolates of C. albicans are

relevant, especially in cases of patients in prophylactic treatment, when antifungal



rather than protecting the patient from infection could be stimulating the pathogen. The
fact of the environmental colonization isolates had presented the same behavior, it
generates an alert for the importance in hygiene in the hospital environment and

antisepsis of health professionals.

Keywords: ERG11. Candida albicans. Expression. Fluconazole. Subinhibitory

concentration. Inhibitory.
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1 INTRODUCAO

Espécies de Candida habitam o corpo humano, principalmente a pele, o trato
gastrointestinal, vagina e cavidade oral. Nao causam doencas quando o corpo se
apresenta saudavel, porém alguns fatores como uso continuo de antibiéticos,
imunidade baixa, quimioterapia, incidéncia de tumores, infeccao pelo HIV, diabetes,
aumento do numero de pessoas idosas e a utilizacdo de métodos invasivos como
cateteres, transplantes de 6rgéos, hiperalimentacdo parenteral dentre outros, podem
acarretar em doencas fungicas superficiais e candidiase invasiva (HE et al., 2015).

Atualmente, existem muitas espécies conhecidas por causarem candidiases
superficiais ou invasivas. No entanto, mais de 90% das candidiases sédo causadas por
apenas 5 espécies: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei.
(HE et al., 2015; SARDI et al., 2013). Parker et al., (2014) relatam que a incidéncia
mundial anual de candidemia é estimada em 300.000 casos com uma taxa de
mortalidade de 30 a 55%. C. albicans € a mais frequentemente isolada, representando
62% dos casos (GUINEA, 2014).

A industria farmacéutica tem investido e langcado novos antifingicos no
mercado, porém o uso generalizado dos triazois e equinocandinas tem levado ao
surgimento de isolados resistentes de Candida spp. (ANTINORI et al., 2016; ROSSI,
2011;). Desta forma, ressalta-se a importancia das pesquisas que visem elucidar os
mecanismos moleculares que culminam neste problema.

Diversos estudos tém sido realizados sobre os mecanismos de resisténcia de
isolados clinicos de Candida spp. aos azdis. Embora possam ocorrer
simultaneamente na mesma célula fangica, foram didaticamente agrupados em: a)
Superexpressao das bombas de efluxo; b) Alteracdo na biossintese do ergosterol; c)
Mutacdes no gene ERG11,; d) Superexpresséo do gene ERG11 (CARVALHO, 2011).

A superexpressao e/ou mutacées do gene ERG11 vém sendo atribuidas a
resisténcia de C.albicans, C. tropicalis e C. glabrata aos azéis (HE et al., 2015).

Existem na literatura muitos estudos envolvendo mecanismos de resisténcia a
derivados azolicos em isolados clinicos de diferentes espécies de Candida, porém
pouco € descrito sobre os mecanismos em cepas provenientes de fontes de
colonizagcdo de ambientes hospitalares. Essa abordagem é relevante, uma vez que

tais cepas podem, a partr do ambiente externo, invadir organismos
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imunocomprometidos.

Geralmente, os pacientes criticamente doentes, submetidos a transplantes de
orgaos ou a grandes cirurgias sao alvos de profilaxia com antifingicos para evitar o
desenvolvimento de infec¢des fungicas. A exposicao de cepas de leveduras sensiveis
por periodos prolongados a baixas concentracdes dos antifUngicos em geral, esta
claramente associada a uma alteracdo nos valores das concentracdes inibitérias
minimas e pode levar a selecdo de isolados resistentes a tais farmacos, acarretando
na necessidade de uma vigilancia continua (BASSETTI et al.,, 2016; FERREIRA,
2011). Alguns trabalhos experimentais como de Calvet et.al, (1997) e de Claudino
(2009) com exposicao prévia de culturas de leveduras a concentracdes crescentes de
farmacos sustentam esta hipétese.

Assim, é de fundamental importancia avaliar as condicdes que possam
influenciar a persisténcia de células fungicas no hospedeiro e ambiente. Ressaltando
gue, a partir do ambiente, pode ocorrer um processo infeccioso, principalmente em
pacientes imunodeprimidos. Uma investigacdo a nivel molecular acerca de como é a
atividade de cepas sensiveis frente a pressdes ambientais, pode colaborar no
entendimento dos mecanismos de resisténcia antifiUngica. Desta forma, este trabalho
visou avaliar a expressédo do gene ERG11 de isolados clinicos e de colonizacéo de
ambientes hospitalares da espécie C.albicans em concentragdes inibitorias e
subinibitorias de fluconazol. Esta situacdo, poderia ser semelhante a resposta clinica

de pacientes sob tratamento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Apés a revisao critica da literatura, a seguir sdo apresentados 0s principais
temas que foram pertinentes para o desenvolvimento deste trabalho: Candida spp. e
infeccOes causadas por estes microrganismos; fatores de riscos em hospitais e
profilaxia; antifingicos da classe dos azois, principalmente o fluconal e acdo destes

medicamentos e resisténcia fungica.

2.1 Caracteristicas Microbiolégicas de Candida spp.

A maioria dos fungos sdo saprofitas, no entanto, existem diversos géneros de
fungos capazes de causar doencas. Alguns sdo agentes patogénicos primarios,
capazes de causar doencas em um hospedeiro saudavel, enquanto outros somente
em individuos imunocomprometidos, sdo denominados patdgenos oportunistas ou
secundérios (PARKER et al.,, 2014). E sdo responsaveis por varias formas de
doencas, que vao desde infeccdes superficiais leves até as sistémicas, que, na
maioria dos casos, sdo de dificil tratamento. Destes, Candida spp. atualmente
respondem por cerca de 10 a 15% das infec¢des hospitalares (PARKER et al., 2014;
ROSSI, 2011).

Os microrganismos do género Candida podem ser encontrados em diferentes
ambientes como agua, solo, alimentos, na microbiota de humanos e animais, em
varios locais, incluindo os ambientes hospitalares. Degradam proteinas e carboidratos
para seu desenvolvimento (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010). Do ponto de vista
taxondmico, pertencem ao Reino Fungi, filo Ascomycota, classe Saccharomycetes,
ordem Saccharomycetales, familia Debaryomycetaceae (NCBI, 2017). Sdo seres
pleomorficos, eucarioticos, heterotréficos, (DANTAS et al., 2016; FERREIRA, 2011).
Séo constituidos de parede celular composta basicamente por quitina e membrana
plasmatica fosfolipidica que possui diversos esterdis, sendo predominante o
ergosterol (NEUFELD, 1999)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=4892&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=766764&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
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A infecgcdo por fungos do género Candida pode ser favorecida pelo
desenvolvimento do micélio e do formato tubular, sendo que este diminui a capacidade
de fagocitose de células do sistema imune e proporciona maior aderéncia a superficie
da célula (CLAUDINO, 2007). Esta alteracdo de morfologia dependente das condi¢cdes
de temperatura e do pH é denominada dimorfismo ou polimorfismo celular. Isso ocorre
em C. albicans, que pode apresentar-se sob a forma arredondada denominada
clamidésporo, ou formando pseudo-hifas ou hifas e micélios verdadeiros (Figura 1)
(GIOLO; SVIDZINSKI, 2010). Essa habilidade é vista como sendo essencial para a
sua capacidade de se adaptar e persistir em diferentes nichos dentro seu hospedeiro
(SELLAM; WHITEWAY, 2016).

Especificamente, C. albicans é caracterizada principalmente pela morfologia
colonial umida, cremosa e odor especifico, de aspecto liso ou rugoso e coloracdo
branco-amarelada em meio de cultura dgar Sabouraud dextrose. Microscopicamente
as células leveduriformes sdo de formato ovoide, esférico ou alongado, medem de 3
a 5 um de didmetro. Sua proliferacédo € favorecida em temperaturas variando entre
20°C a 38°C. A faixa ideal de pH varia de 2,5 a 7,5%, sendo que o pH acido favorece
seu crescimento (SANTANA et al., 2013).

Figura 1 - Fotomicrografia mostrando as diferentes morfologias de crescimento de C.

albicans
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Fonte: Calderone A. R.; Clancy J. C. Candida and Candidiasis.

Nota: Células de leveduras (A), pseudo-hifas (B), hifas (C), e clamidésporos (D; um
exemplo é indicado por uma flecha)

2.2 Candida spp. e Infec¢cbes

Espécies de Candida sé&o encontradas em locais do corpo como pele, vagina,
boca e intestinos, compondo a microbiota normal. Em determinadas circunstancias,
guando ocorre ruptura do equilibrio biolégico devido a fatores predisponentes, pode
haver um aumento na multiplicacdo e invasdo dos tecidos do hospedeiro por estes
micro-organismos. (HARVEY et.al., 2013; SANTANA et al., 2013). Logo, ndo causam
doencas em organismos considerados saudaveis, no entanto, quando ocorrem
alteragbes nos mecanismos de defesa do hospedeiro ou comprometimento de
barreiras anatdémicas, podem levar a graves infeccdes. As leveduras sdo capazes de
crescer e difundir-se em tecidos profundos e vasos sanguineos.

As incidéncias de infeccbes fungicas hospitalares, especialmente a
oportunista, ttm aumentado consideravelmente desde a década de 1980, acarretando
em elevados indices de morbidade e mortalidade, especialmente no grupo de
pacientes imunocomprometidos e/ou aqueles hospitalizados com doencas
subjacentes graves (SARDI et al., 2013).

As infec¢des envolvem um amplo espectro de doencgas superficiais e invasivas,
acometendo pacientes expostos a uma grande diversidade de fatores de risco, tais

como: a) 0 uso extensivo de antibibticos, agentes imunossupressores, quimioterapias;
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b) o aumento de pessoas apresentando imunodepressao com leucopenia, diabetes,
tumores, infecgéo pelo HIV; ¢) aumento da idade d) o uso de procedimentos invasivos
como mecanismos de transmissdo como cateteres, transplantes de o0rgaos,
hiperalimentac&o parenteral, marca-passos para o0 coracao; e) o contato das méaos de
profissionais de salude que cuidam de pacientes sem a devida higienizacédo
(COLOMBO; GUIMARAES, 2003; HE et al., 2015).

Uma infec¢@o causada por Candida € denominada candidose ou candidiase.
Entre as infeccdes invasivas, salienta-se a relevancia clinica da infeccdo urinaria
(candidaria), da corrente sanguinea (candidiase hematogénica, candidemia ou
fungemia) e candidiase disseminada de érgaos profundos, a qual, o figado, o baco e
rns sdo os principais envolvidos (MATSUMOTO et al., 2001; WEI;, MILEWSKI,
WILLIAMS, 2015). Candidemia ndo esta relacionada apenas com uma alta taxa de
mortalidade, mas também se estende a duracdo da internacdo hospitalar,
consequentemente, aumentando os custos acerca do periodo de manutencdo dessa
internacéo (CHENG et al., 2005).

Infeccdo do es6fago por Candida spp. afeta mais de dois milhdes de pessoas
por ano. Com uma mortalidade em torno de 30 a 55% no mundo, a ocorréncia anual
de candidemia foi calculado em torno de 300.000 casos. Episédios de candidiase
vulvovaginal ocorre em pelo menos 75 milhées de mulheres anualmente. (PARKER
et al., 2014).

O Estudo Global de Vigilancia Antifungica ARTEMIS DISK verificou a partir
dos dados coletados de 1997 a 2007, em 127 centros médicos de 39 paises que dos
isolados invasivos de Candida spp., cinco espécies (C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei), foram responséveis por 92% dos casos de
candidemia. C. albicans foi o patbgeno mais comum de candidemia em todo o mundo,
representando 62% dos casos (GUINEA, 2014).

Peman et al. (2011), verificou na Espanha, no periodo entre janeiro de 2009 a
fevereiro de 2010, que dos isolados avaliados causando fungemia 44,7% (616/1377)
era da espécie albicans.

Entre as espécies ndo Candida albicans, C. tropicalis representa a terceira ou
quarta espécie mais isolada mundialmente. E classificada como segunda na América
Latina (20%) e é mais comum do que a C. glabrata na regido da Asia-Pacifico
(EDDOUZI et al., 2013). C. parapsilosis é responsavel por cerca de 12% a 17% dos
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casos de candidemia nos Estados Unidos e muitos estudos a citam como segunda ou
terceira causa mais comum no mundo. C. parapsilosis destaca-se pelo risco que
representa para recém-nascidos, entre os quais, estima-se que seja responsavel por
33% de todos os casos mundiais de fungemia, sendo a taxa média de mortalidade de
10% (GROSSMAN et al., 2015). C. krusei é um patdégeno oportunista, especialmente
entre pacientes com neoplasias hematoldgicas e aqueles submetidos a transplante de
medula 6ssea. As taxas de mortalidade entre esses pacientes com candidemia por C.
krusei sdo alta, variando de 60% a 80% (RICARDO et al., 2014).

No Brasil, candidiase € a segunda causa de mortes em pacientes HIV-
positivos (PAULA et al., 2015). Uma pesquisa multicéntrica realizada no mesmo pais,
um elevado namero de candidemia foi relatado, com 2,49 casos em 1.000 admissdes
(3-10 vezes maior do que a relatada no Hemisfério Norte), com uma taxa de
mortalidade bruta por volta de 50%. Estudos epidemiologicos apontaram que as
espécies mais frequentes ndo Candida albicans foram C. parapsilosis e C. tropicalis
(NUCCl et al., 2013). Em um estudo realizado em Sao Luis — MA por Magalhées et al.
(2015), no periodo de julho a dezembro de 2010, foram coletadas 100 amostras
clinicas de leveduras de pacientes hospitalizados, as quais foram identificadas a nivel
de espécie, sendo observado que do total 41,7% pertenciam a espécie albicans e 32%
a tropicalis. (Tabela 1).

Nos ultimos anos, mudancas na distribuicdo de espécies ocorreram de
acordo com diferentes areas geograficas, fatores hospitalares locais, condi¢des
predisponentes do paciente e o0s tipos de agentes antifungicos recebidos (BASSETTI,
PEGHIN; TIMSIT, 2016).

Tabela 1 - Frequéncia de espécies de leveduras isoladas de pacientes internados em hos-

pitais publicos (B e C) e privado (A) em Sao Luis — MA, de julho a dezembro de

2010
Espécies Isoladas Hospital A | Hospital B Hospital C Total
Isolados
Isolados n°. (%)
Candida albicans 17 (15,8) 16 (14,8) 12 (11,1) 45 (41,7)
Candida glabrata 2(1,85) 4 (3,7) 2 (1,85) 8 (7,4)
Candida krusei 2 (1,85) 2 (1,85) 1(0,9) 5 (4,6)

Candida norvegensi 0 (0,0) 1(0,9) 0 (0,0) 1(0,9)
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Candida parapsilos 2 (1,85) 0 (0,0) 4 (3,7) 6 (5,6)
Candida tropicalis 12 (11,1) 10 (9,3) 10 (9,3) 32 (29,7)
Cryptococcus neoformans 3(2,8) 1(0,9 1(0,9 5 (4,6)
Rhodotorula glutinis 1(0,9) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(0,9)
Trichosporon spp. 2 (1,85) 0 (0,0) 2 (1,85) 4 (3,7)
Total 41 (37,9) 34 (31,5) 33 (30,6) 108 (100%)

Fonte: Magalhaes et. al. (2015)

2.3 Fatores de Riscos Hospitalar e Profilaxia

As leveduras do género Candida sdo 0os mais comuns patégenos oportunistas
em seres humanos e estdo associados a quase 80% de todas as infec¢des fungicas
nosocomiais (MAGALHAES et al., 2015)

A relevancia das infec¢des por Candida spp. e ambiente hospitalar passaram
a ganhar importancia a partir da década de 1980, interligada ao avanco da tecnologia
cientifica médica e do melhor conhecimento dos mecanismos desencadeadores de
doencas (FERREIRA, 2011).

A colonizagdo ambiental ocorre quando 0 microrganismo permanece com a
capacidade de infectar, mesmo em subcondi¢Bes de desenvolvimento, em superficies
inanimadas, maos de profissionais de saude e ambiente (VAZQUEZ et al., 1998). Ha
indicios de que as epidemias de propagacdo de Candida spp. de colonizacdo a
infeccdo ocorra a partir de fontes ambientais (FERREIRA, 2011).

Acredita-se que a maioria dos casos de candidemia seja adquirida por via
endogena. Métodos de genotipagem mostram a semelhanca entre estirpes
colonizantes e infectantes, comprovando a provavel origem endogena da maioria das
infecgBes por tais patdgenos. Processos patoldgicos, fisioldgicos, trauméticos, entre
outros, podem facilitar a colonizacéo e translocacdo de Candida spp. até os tecidos
profundos provocando posteriores infeccdes no hospedeiro. As causas mais
comumente encontradas s&o: neutropenia, imunossupressao, quimioterapia. Outras

condi¢des auxiliam a entrada do patégeno por via exdégena, através do contato das
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maos de profissionais de saude, uso prolongado de cateteres, implante de proteses
contaminadas, administragcéo parenteral de solu¢gbes contaminadas, uso prolongado
de antibiéticos e queimaduras. Considerando que a candidiase invasiva ocorre
frequentemente como decorréncia destas situacdes, medidas de prevencao recaem
na identificacdo destes fatores e na tentativa de controlar as doencas de base e
minimizar a exposi¢ao dos pacientes as condi¢des de risco mencionadas (COLOMBO;
GUIMARAES, 2003; FERREIRA, 2011).

Reforca Wei; Milewski; Williams (2015) que a infeccdo sistémica é mais
frequente em pacientes com malignidade hematolégica e particularmente quando ha
colonizagcdo gastrointestinal de Candida spp., recebimento de quimioterapia ou
cirurgia do aparelho digestivo e que os fatores de risco adicionais incluem antibioticos
e recebimento de procedimentos de cuidados intensivos.

A epidemiologia de candidemia tem sido extensivamente estudada com foco
em populagbes especificas de pacientes de alto risco, como neonatos, pacientes
cirdrgicos, com cancer e criticamente doentes. Nos Ultimos anos, no entanto,
candidemia emergiu como um problema crescente em pacientes internados em
enfermarias. Este local pode representar um importante reservatoério para infeccoes
por Candida spp. Dados de Bassetti; Peguin; Timsit (2016) mostram prevaléncia deste
microrganismo variando entre 24% a 57%, e as taxas de mortalidade mais elevadas
guando comparadas com outras alas. O diagnostico de candidemia em enfermarias é
muitas vezes atrasado ou negligenciado, e, consequentemente, estes pacientes tém
menores chances de melhoras em comparacdo com pacientes cirlrgicos e em UTIs
(ELIAKIM-RAZ et al., 2016).

O diagnostico laboratorial da candidemia € baseado na presenca de leveduras
em amostras de sangue periférico. Um diagndstico precoce € fundamental para que o
tratamento farmacoldgico seja rapidamente instituido, aumentando, assim, a
probabilidade de cura (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Falhas na terapia antifungica podem ocorrer em decorréncia das condi¢ces
imunoldgicas do paciente, do antifingico prescrito e de alteracdes na sensibilidade do
fungo a este medicamento (STRZELCZYK et al., 2013).

Com o aumento progressivo tanto da populacéo de risco quanto do uso de
antifiingicos, tem ocorrido aumento nas CIM para estirpes de Candida spp., o que

pode estar associado a falha do tratamento (FUENTES et al., 2014). Embora os testes
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de sensibilidade antifungica sejam frequentemente utilizados para selecionar os
antifingicos de escolha na terapéutica, a fungdo mais importante, atualmente, é a
deteccdo de resisténcia. E fundamental estimular o uso racional dos agentes
antifingicos no ambiente hospitalar visando diminuir a ocorréncia de resisténcia, mas
especialmente, promover a terapia mais adequada e com isso elevar a sobrevida
destes pacientes (SILVA, 2013).

2.4 Antifungicos Azdlicos: Fluconazol

Compostos antifingicos sdo naturais ou sintéticos, cada uma das classes
utiliza um meio diferente para matar ou inibir o crescimento de fungos patogénicos.
Podem causar alteracdes nas estruturas basicas e inibir o desenvolvimento das
células fungicas. Atualmente, ha algumas familias de antifungicos disponiveis no
mercado, sendo os da classe dos azois as mais comuns (FUENTES et al., 2014;
PFALLER, 2012;).

Os azbis sdo farmacos fungistaticos (impossibilitam o crescimento do
microrganismo) e agem inibindo a enzima lanosterol 14a-demetilase, da via
biossintética do ergosterol, interrompendo ou levando a producao insuficiente do
ergosterol que € o principal esterol de membrana da célula fangica, levando a
formacédo de membranas defeituosas (ROSSI, 2011).

A acado antifungica de compostos azolicos foi relatada pela primeira vez em
1944. O primeiro agente terapéutico oral para as infec¢des fangicas sistémicas foi
cetoconazol, embora o seu uso tenha sido limitado pela sua toxicidade. Durante os
anos 1990, foram introduzidos nos EUA os primeiros triaz0is sistémicos, primeiro o
fluconazol e depois itraconazol. Ambos possuem boa atividade antifungica e séo
menos toxicos do que o cetoconazol (PARKER et al., 2014).

O aparecimento de derivados azolicos com alta biodisponibilidade e baixa
toxicidade como o fluconazol, gerou expectativas a novas estratégias terapéuticas,
sendo usados para fins profilaticos, em esquemas de manutencdo da terapia e em
uso combinado a anfotericina B (ROSSI, 2011).
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Antifangico da classe dos az6is sdo 0s mais prescritos para prevencao e
tratamentos de candidiases. O fluconazol € o representante mais utilizado por ser uma
opcéao valiosa resultando em altos niveis sanguineos, rapido equilibrio sérico e boa
penetracdo tecidual, além da praticidade da administracéo por via oral e bom custo-
beneficio (ROSSI, 2011; XU et al., 2015).

As diretrizes de tratamento atuais incluem o fluconazol como principal opcao
terapéutica para o tratamento de infec¢gdes por Candida spp. (BERKOW; LOCKHART,
2017).

2.5 Acao dos Azois

A nivel molecular, varias investigacdes tém explorado os mecanismos que
culminam na aquisi¢do de resisténcia em isolados clinicos de azois. Esta classe de
medicamento exerce sua acao por meio da inibicdo da enzima lanosteroll4a-
demetilase em bolores e leveduras, consequentemente, interferindo na biossintese do
ergosterol na membrana da célula fungica (EDDOUZI et al., 2013).

O gene ERG11 esta localizado no cromossomo ndamero 5 e possui variacao
na sequéncia e numero de nucleotideos segundo a espécie de Candida, podendo
apresentar tamanho variando de 1569 a 2669 pares de bases respectivamente em C.
parapsilosis e C. glabrata. Este gene codifica a enzima 14a-lanosterol demetilase
(Ergllp ou 14-DM), alvo primario dos antifingicos da classe dos azoéis. E uma das
enzimas chave na via de sintese de ergosterol de leveduras do género Candida, sendo
fundamental para conversdo de lanosterol em ergosterol (Figura 2). Moléculas
azélicas bloqueiam este processo e impedem esta sintese na célula, promovendo uma
diminuicdo na concentracdo do esterol final (normalmente ergosterol) e uma
acumulacdo concomitante de esterbis 14-metilados, afetando a integridade da
membrana e a funcdo de algumas proteinas ligadas a mesma. A deplecdo de
ergosterol juntamente com o acumulo de esteréis precursores metilados inibem o
crescimento de fungos por ruptura da membrana celular, resultando na morte celular.
Isto é conhecido em C. albicans. (CARVALHO, 2011; EDDOUZI et al., 2013; PARKER
et al., 2014; XU et al., 2015).
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2.6 Mecanismos de Resisténcia

Nas ultimas duas décadas, os indices de fungemias tém se elevado
significativamente especialmente devido ao aumento de populacdes de alto risco.
Profilaxia ou tratamento prolongado com varios antifingicos aumentou a incidéncia de
isolados clinicos resistentes a um ou mais antifingicos em cepas anteriormente
sensiveis (EDDOUZI et al., 2013). Portanto, resisténcia a antifingicos torna-se um
problema sério para o tratamento de infec¢des causadas por Candida spp.

Um microrganismo € considerado resistente quando € capaz de persistir e
desenvolver uma infeccdo no hospedeiro, mesmo em condi¢cdes de concentracao
maxima do farmaco no sitio de infeccdo. Essa persisténcia aos antifingicos pode ser
intrinseca (naturalmente presente) ou adquirida (desenvolvida de acordo com
influéncias ambientais). Pode ocorrer, também, quando fatores ambientais levam a
colonizagdo ou a substituicAo das espécies sensiveis por resistentes (PFALLER,
2012; SILVA, 2013). Pode ainda estar associada aos tratamentos profilaticos que,
geralmente, sdo recomendados para utilizacdo em individuos imunocomprometidos,
gue apresentam alto risco para o desenvolvimento de candidiase invasiva (PFALLER,
2012, VAZQUEZ et al., 1998).

As leveduras patogénicas oportunistas do género Candida possuem
mecanismos para estabelecer a infeccdo. Assim, a expressdo de um conjunto de
fatores de viruléncia tais como, morfogénese, formacédo de biofilme, adesinas de
superficie e produgcdo de enzimas hidroliticas (por exemplo, lipases, proteases e
fosfatases) contribuem para a patogénese da candidiase, auxiliando as células
fungicas a escaparem da defesa do hospedeiro (ZICCARDI, M. et al., 2015).

Prevencéo prolongada ou o tratamento com antifingicos estdo elevando a
incidéncia de isolados clinicos resistentes a um ou mais antifingicos em estirpes
anteriormente sensiveis. C. albicans e C. tropicalis, por muito tempo permaneceram
como espécies sensiveis aos antimicoticos fluconazol e anfotericina B, mas alguns
estudos nos ultimos anos apontaram desenvolvimento de resisténcia ao fluconazol
em alguns centros de saude e falha na terapéutica clinica (EDDOUZI et al., 2013).

A resisténcia de C. albicans a azdlicos é um complexo processo que envolve

muitos mecanismos, dentre eles: a) maior capacidade de degradar o medicamento; b)
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diminuicdo da permeabilidade da membrana celular, podendo diminuir a quantidade
de farmacos que entram na célula; c) formacéo de biofilme protetor. A resisténcia pode
surgir ainda através dos mecanismos principais: a) mutacdo no gene ERG11. Este
gene codifica a enzima lanosterol 14a-demetilase, alvo dos azois, mutagbes podem
levar em alteracdes traducionais na sequéncia de aminoacidos e, consequentemente,
na estrutura tridimensional da enzima, reduzindo a afinidade desta enzima na ligagao
com moléculas de azéis; b) superexpressdo de bombas de efluxo. Durante a super
expressao das bombas de efluxo, os genes CDR1 e 2 (Candida Drug Resistence)
codificam proteinas transportadoras do tipo ABC (ATP-binding cassette) e, o gene
MDR1 (Multidrug Resistence) codificam proteinas do tipo MFS (Major Facilitador
Superfamily). Nos dltimos anos, os estudos realizados com fluconazol mostraram
evidéncias de que em células fungicas, este medicameto é transportado ao meio
externo pelas proteinas transportadoras de membranas; c) superexpresséao do gene
ERG11 (Figura 2). A superexpressao do gene ERG11 leva a uma maior concentragéo
da enzima lanosterol 14a-demetilase na célula fungica, acarretando na necessidade
de quantidades maiores de antifungico para inibir a atividade desta enzima
(CARVALHO, 2011; PARKER et al., 2014).

A hipotese de superexpresséo do gene ERG11 vem sendo relacionada com a
resisténcia a antifiungicos. No entanto, os estudos ndo chegaram a uma conclusao
definida a cerca dessa superexpressdo em C. albicans (XU et al., 2015).

Um estudo realizado por Jiang et al. (2013) utilizando experimentos em RT-
PCR quantitativo e observando os mecanismos de resisténcia a azdis em 52 isolados
clinicos de C. tropicalis na China, revelou que os 31 isolados resistentes a azois
tinham niveis mais elevados de expressao do gene ERG11 do que os 21 isolados
suscetiveis. E o teor médio de ergosterol do grupo resistente era maior que o do grupo
susceptivel.

Eddouzi et al., em 2013, realizaram um estudo com isolados clinicos obtidos
de hospitais da Tunisia. Neste estudo, a espécie C. tropicalis exibiu resisténcia
cruzada entre os azois e a anfotericina B, 0 que, segundo estes autores, é tipico de
defeitos na via da biossintese do ergosterol.

A resisténcia a az6is em C.albicans pode ser o resultado de ambos, uma
expressdo aumentada do gene ERG11 e a presenca de mutacdes pontuais. Um

aumento da expresséo do ERG11 leva a uma maior produgéo intracelular da enzima
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esterol 14a-demetilase, sendo necessario aumentar a dose efetiva do farmaco.
Mutacdes pontuais no gene ERG11 causam substituicbes de aminoacidos e
alteracbes na configuracdo espacial da esterol 14-a-demetilase, resultando em
reduzida afinidade da enzima para os azo6is (STRZELCZYK et al., 2013). Estudos tém
demonstrado que mesmo uma Unica mudanca de base no ERG11 pode aumentar a
resisténcia a estes antifingicos (XU et al., 2015).

Curiosamente, ao contrario de C. albicans, a maioria das investigacdes
realizadas em diferentes regibes do mundo apontou que as mutacdes pontuais no
gene ERG11 de isolados de C. glabrata resistentes a azo6is, muito raramente foram
identificadas ou ndo estavam presentes em todas as cepas (ROMANOWSKA et al.,
2015).

Varios mecanismos podem estar simultaneamente envolvidos em um isolado
resistente. Alternativamente, um Unico mecanismo pode ser o responsavel pela
resisténcia (XU et al., 2015).

Figura 2: Mecanismos de resisténcia a azo6is em C. albicans
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Fonte: Adaptado de PARKER et al., (2014)

Nota: Ergllp é um passo essencial na biossintese de ergosterol, o que é necessario para
a estabilidade da membrana e funcionalidade. Azéis inibem Ergllp. A resisténcia a
azois pode ocorrer através de a) Ergllp alterada (mutacfes pontuais), b) superex-
pressdo de ERGL11, c) superexpressao de transportadores de efluxo
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IVOS

Diante do exposto na revisdo de literatura, este estudo teve os seguintes

objetivos.

3.1 Objetivo Geral

Analisar a expressao génica do ERG11 de isolados de Candida albicans na

auséncia

e presenca de concentracdes inibitérias e subinibitérias de fluconazol.

3.2 Objetivos Especificos

a)

b)

d)

Determinar a concentracdo inibitoria minima para fluconazol para todos os
isolados clinicos, de colonizacao de ambientes hospitalares e a cepa padrao
ATCC10231;

Analisar a viabilidade de células com os tratamentos do antifingico;

Avaliar a expresséo do gene ERG11 por PCR em tempo real, de isolados
clinicos de Candida albicans na auséncia e presen¢a de concentragdes

inibitérias e subinibitorias de fluconazol;

Avaliar a expressao do gene ERG11 por PCR em tempo real, de isolados de
fontes de colonizacdo provenientes do ambiente hospitalar de Candida
albicans na auséncia e presenca de concentracdes inibitorias e subinibitérias

de fluconazol.
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4 MATERIAL E METODOS

A seguir estdo descritos o local de trabalho, os materiais e metodologia

empregada no desenvolvimento deste estudo.

4.1 Local de Trabalho e Cepas

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Molecular de Micro-
organismos (LBMM) do Departamento de Microbiologia e Imunologia (DMI) da
UNIFAL — MG.

Os isolados de Candida albicans utilizados neste trabalho sédo pertencentes a
Micoteca do Laboratorio de Micologia do DMI, os quais foram isolados e identificados
em estudos anteriores pelo grupo de pesquisa da Prof2. Dra. Amanda Latercia
Tranches Dias.

Foram utilizados oito isolados de C. albicans, sendo cinco isolados
provenientes de casos de infeccdo hospitalar com origem em de ponta de cateter em
pacientes internados em unidades de terapia intensiva, sob o0os numeros de
identificacdo 31, 121, 220, 221 e 257, e trés provenientes de fontes de colonizagao de
ambiente hospitalar, tais como lencol de colchonete e jalecos dos profissionais da
saude, sob os numeros de identificacdo 500, 521 e 1020, respectivamente. Como
controle, foi adicionada uma cepa de referéncia do banco American Type Culture
Collection (ATCC), C. albicans ATCC 10231, proveniente de paciente com
broncomicose. Para o estudo, todos foram mantidos em agar Sabouraud dextrose a
4°C no LBMM.

4.2 Validacdo dos oligonucleotideos iniciadores
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Amplificagdes na PCR convencional do gene ERG11 e ACT1 de C. albicans
(Tabela 2) foram realizadas utilizando tubos com capacidade 0,2 mL para
termociclador Gene Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystem) os quais adicionou-
se 12,5 uL do Mix Go Tagq® Colorless Master Mix (Promega) contendo Tag DNA
polymerase, reaction buffer (pH 8.5), 400uM dATP, 400uM dGTP, 400uM dCTP,
400uM dTTP e 3mM MgCI2, 1 uL dos oligonucleotideos iniciadores forward e reverse
a 10uM, 80 ng de DNA gendmico extraido da cepa padrdo e agua pura gsp 25 uL.
Como controle negativo, os tubos nao continham DNA. Os tubos foram colocados em
termociclador no seguinte programa: 1 ciclo de 95°C por 5 minutos (desnaturagéo),
25 ciclos de 95°C por 30 segundos (desnaturagao), 60°C por 30 segundos
(anelamento), 72°C por 45 segundos (extenséo) e um ciclo de extenséo final a 72°C
por 7 minutos.

Seguiu-se para observacdo em eletroforese em gel de agarose a 2% em TBE
(0,045M de Tris-Borato; 0,001M EDTA) com brometo de etidio.

A partir do produto de PCR, foram realizadas reacdes de sequenciamento
usando oligonucleotideo forward para cada gene a fim de confirmacao da sequéncia.
Os produtos amplificados foram preparados conforme instru¢des da empresa (Myleus
Biotechnology). Os sequenciamentos foram realizados por eletroforese capilar em
aparelho ABI3730, utilizando-se polimero POP7 e BigDye v3.1.

Para a confirmacdo da identidade, as sequencias de nucleotideos foram
analisadas e montadas manualmente e comparadas as sequéncias ja depositadas no
banco de dados GenBank, utilizando-se a fungdo BLAST (basic local alignment search
tool), que alinha as sequéncias mais similares aquela de interesse.

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).



32

Tabela 2 - Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores, tamanho do fragmento amplificado
em pares de bases (pb) e temperatura de anelamento

Tamanho do Temperatura de

Gene Sequéncia fragmento (pb) anelamento (°C)
ERG11 F5'-GCTGCTGCCAAAGCTAATTC- 3'
R 5 -TCTATGTCTACCACCACCAAATG- 3' 120 60

ACT1 F 5'-ACTACCATGTTCCCAGGTATTG- 3'
R 5" -AATACTCTGTCTGGATTGGTGG- 3' 122 60

Fonte: banco de dados GenBank
Legenda: F = primer forward; R = primer reverse

4.3 Teste de sensibilidade ao antifungico

A seguir é descrito o teste de sensibilidade realizado dos isolados e cepas

padrdes frente ao fluconazol.

4.3.1 Determinacgéo da Concentracao Inibitéria Minima do Fluconazol por Microdi-
luicAdo em Caldo

Os testes de sensibilidade ao fluconazol foram realizados pelo método
microdiluicdo em caldo, de acordo com as diretrizes do documento European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), Definitive Document
EDef 7.1 (2008).

Os isolados de C. albicans, bem como a cepa ATCC 10231 (C. albicans) e a
cepa controle do teste ATCC 6258 (C. krusei) foram previamente cultivados em meio
agar Sabouraud-dextrose por 24 horas a 37°C e, a partir desse cultivo preparou-se
suspensdes em agua destilada com turbidez correspondente a escala 0,5 de

Mcfarland, equivalente a 1-5 x 10° células/mL. Logo, foram feitas diluicdes 1:10, em



33

meio de cultura RPMI 1640 GIBCO® (Invitrogen), sem bicarbonato, com L-glutamina
e vermelho de fenol, tamponado a pH 7,0 com a solu¢do tampdo MOPS [&cido 3-(N-
morfolino) propanosulfénico] 0,165 mol/L e suplementado com 2% de glicose, logo os
isolados apresentaram concentracédo de 1 - 5 x 10° células/mL. Desta dilui¢cdo, foram
adicionados 100 yL em microplacas de cultivo celular de 96 pogos e 100 yL de RPMI
1640 com diluicbes seriadas correspondentes a 128 a 0,25 pg/mL do fluconazol. Dos
tratamentos, dois foram controles experimentais sem antifungico. O primeiro, coluna
de numero 1, recebeu 200 yL do meio de cultura ndo-inoculado (controle negativo
para crescimento celular) e o segundo, coluna de numero 12, recebeu 100 uL de meio
de cultura e 100 pL da suspensdo de cada microrganismo (controle positivo para
crescimento celular). Incubou-se as microplacas a 37°C por 24 horas e em seguida
foram feitas leituras da densidade Optica (DO) a 530 nm em leitor espectrofotométrico
de microplacas Anthos Zenyth 200 rt. Cada linhagem testada teve um controle positivo
de crescimento, com sua DO fixada como DO maxima (100%), em todos 0s poc¢os foi
descontada a DO do controle negativo para possibilitar o célculo da CIM. A menor
concentracdo do fluconazol capaz de inibir o crescimento de 50% da linhagem foi
determinada como a CIM. Para a cepa C. krusei ATCC 6258, controle do teste, a CIM

estabelecida para fluconazol € de 16 pg/mL a 64 pg/mL.

4.4 Cultivo das Leveduras

Os isolados foram cultivados em agar Sabouraud dextrose a 37° C durante 24
horas. Suspensdes celulares foram ajustadas na concentracdo da escala 0,5 de
McFarland equivalente a presenca de 1-5 x 108 células/mL em &gua destilada e entdo
passadas ao meio RPMI-1640 GIBCO® (Invitrogen), sem bicarbonato, com L-
glutamina e vermelho de fenol, tamponado a pH 7,0 com a solucdo tampdo MOPS
[acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico] 0,165 mol/L e suplementado com 2% de
glicose, correspondendo a 1 - 5 x 10° células/mL e incubadas a 37°C durante 24 horas.
Para se analisar a influéncia do antifingico sobre a expressdo do gene ERG11, os

isolados, quando inoculados ao RPMI, foram tratados separadamente, com
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concentragbes inibitérias minimas (CIM) e concentracdes subinibitorias
correspondentes a 1/2 e 1/4 da CIM de fluconazol. Também foram analisados os
mesmos isolados na auséncia de FLU. Estas suspensdes celulares foram colocadas
para crescimento em estufa incubadora (Shaker), com volume final de 5 mL de cultivo

por 24 horas, a 1800 rotagdes por minuto (rpm).

4.5 Viabilidade Celular

A andlise da viabilidade celular foi realizada para verificar se a exposi¢cao das
suspensodes celulares frente aos tratamentos com fluconazol, poderiam matar grande
guantidade de células fangicas e, neste caso, posteriormente nao seria interessante
a extracdo de mRNA de células mortas. Esta avaliacao foi realizada selecionando trés
isolados; dois clinicos, um de colonizacdo de ambiente hospitalar e a cepa padréao
ATCC 10231.

Para a realizac@o da andlise da viabilidade celular, foi feito contagem celular
pelo teste de exclusdo pelo azul de Tripan a 0,08% Este, permitiu quantificar
separadamente as células viaveis das células nao viaveis apdés exposicdo ao
fluconazol por 24 horas. O numero de células foi estimado por contagem em Camara
de Neubauer, utilizando o azul de Tripan, corante que, segundo Liesche et al. (2015)
€ comumente utilizado para ensaios de viabilidade celular de levedura. O fundamento
desse método baseia-se na observacéo de que células viaveis sdo impermedaveis ao
referido corante, ao passo que as ceélulas inviaveis apresentam permeabilidade,
devido a formacgéo de poros na membrana, 0 que permite a penetracdo do corante e
assim essas células exibem coloracdo azul apos tratamento (FRANCA, 2008).

Quando cultivadas em meio RPMI 1640, nos tratamentos CIM, 1/2 e 1/4 da
CIM de fluconazol e também na auséncia deste antifUngico, em tempo zero de
crescimento, foi retirado uma aliquota de 20 uL da suspenséo celular e adicionado a
esta, 20 pL de corante azul de Tripan, tornado uma diluicdo 1:2. Esta mistura foi
homogeneizada, coletou-se uma aliquota de 19 pL e transferiu-se para Camara de
Neubauer. Utilizando microscépio 6ptico, com a objetiva de 40x, realizou-se a

contagem nos quatro quadrantes maiores localizados nas laterais da Camara.
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Repetiu-se o procedimento depois de 24 horas de crescimento, igualmente para os
quatro tipos de tratamentos. Segundo protocolo do fabricante (Thermo Fisher
Scientific), a viabilidade celular deve ser de pelo menos 95% para culturas em fase
logaritmica.

Calculou-se o numero de células pela seguinte férmula:

N° total de células vivas/mortas

N° de células/mL = X fator de diluicdo x 10.000

N° de quadrantes contados

4.6 Obtencéo de RNA total

4.6.1 Extracdo e Quantificacdo de RNA

O RNA é uma molécula que degrada facilmente, assim a fim de se obter um
RNA integro e de boa qualidade, diversas alteracfes na metodologia para extracao
do mesmo foram propostas até se atingir uma padronizacéo eficaz. As extracdes de
RNA foram realizadas a partir da fase exponencial das culturas em meio RPMI-1640
GIBCO® (Invitrogen) utilizando-se o reagente TRIzol (Life Technologies).

Para obtencdo do sedimento, o cultivo realizado em RPMI 1640 foi
centrifugado a 4.000 rpm por 15 minutos a 4°C. O mesmo, foi lavado duas vezes com
1 mL de PBS gelado e centrifugado a 14.000 rpm por 2 minutos, ressuspendendo no
vortex. Sobre o sedimento adicionou-se 1 mL de tampé&o de extracao, contendo: agua
DPEC, Tris HCI 2M, 0,25M NaCl (0,25M), 0,5 M EDTA e 10% SDS. Sobre este,
colocou-se pérolas de vidro (425-600 um diameter; Sigma, St. Louis, MO, USA)
guatro vezes mais em relacdo ao sedimento. A suspensao foi agitada em vortex por
10 minutos, alternando 30 segundos em agitacao e 30 segundos em gelo, sem deixar
0 tubo aquecer, para promover a formacéo de poros na parede celular e facilitar o
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rompimento da célula. Apés, a mistura foi centrifugada por 2 minutos a 14.000 rpm a
4°C. Neste momento, distribui-se 1 mL de TRIzol em tubos e sobre eles, adicionou-se
o liquido resultante da centrifugacdo. Foi agitado novamente em vortex, has mesmas
condicbes por 10 minutos. Acrescentou-se 400 pl de cloroformio e repetiu-se o
procedimento com o vortex por mais 10 minutos, seguindo de incubacgé&o por 3 minutos
em banho de gelo. As amostras foram centrifugadas ao maximo, 14.000 rpm a 4°C
por 15 minutos. Neste instante, a mistura separou-se em uma fase fendlica abaixo
avermelhada, uma interfase (DNA) e uma fase superior aquosa (RNA). Foi removida
toda fase aquosa para outro tubo e adicionou-se isopropanol, em volume igual ao
contetido. Esta suspenséo foi incubada no freezer a -20°C por 30 minutos e apés
centrifugada a 14.000 rpm a 4°C por 15 minutos. Foi desprezado o sobrenadante, e 0
RNA foi lavado duas vezes com 1 mL de etanol 75% (MERCK), centrifugando o tubo
a 14.000 rpm a 4°C por 10 minutos. ApOs este procedimento, retirou-se todo o
sobrenadante e deixou-se 0 RNA secar por 10 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, ressuspendeu-se com 30 pl de agua DPEC (SIGMA).

A quantificacdo foi realizada por absorbancia a 260 nm utilizando um
espectrofotometro UV/Vis NanoDrop® 2000c (Thermo Scientific) com 1 ul de cada
amostra, foram quantificadas as concentragdes em ng/pl a 260 nm e observadas as

razoes entre as absorbancias em 260 nm e 280 nm, 260 nm e 230 nm.

4.6.2 Integridade do RNA

Os RNAs extraidos foram aplicados em gel de agarose 1% em TBE (0,045M
de Tris-Borato; 0,001M EDTA) com 3 pl de brometo de etidio e separados por um
sistema de eletroforese horizontal numa cuba contendo o mesmo tamp&o. Os géis
foram visualizados e fotografados com as imagens adquiridas em transluminador

Gene Genius (Programa Gel Capture, Mini Bis Pro, verséo 4.5.3).
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4.6.3 Tratamento do RNA com DNase |

O RNA dos isolados foram purificados utilizando uma endonuclease, (DNAse
I, Promega) para remover DNA contaminante.

Para cada amostra, utlizou-se tubos com capacidade 0,2 mL para
termociclador Gene Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystem). Nestes, adicionou-
se 1,5 ug de RNA, completando o volume em 8 pl utilizando agua DEPC, 1 ul de RQ1
RNase-Free DNase (1 unidade/mL em 50% de glicerol, HEPES 10 mM, pH 7.5, CaClz
10mM, MgCl2 10 mM) e 1 ul de tampé&o 10X (Tris-HCI 400 mM, pH 8.0, MgS0O4 e CaClz
10mM). Os tubos foram incubados por 30 minutos a 37 °C para degradacéo de DNA,
e entdo foi adicionado 1 pl de solucéo de parada (20mM EGTA, pH 8.0) para prevenir
gue os ions metélicos (Mg/Ca) catalisassem a hidrélise do RNA durante o
aguecimento. Em seguida, a temperatura foi elevada para 65°C por 10 minutos a fim
de inativar a DNAse. Ao término do processo, foi realizada nova quantificacdo em
(ng/uL) utilizando o espectrofotdmetro UV/Vis NanoDrop® 2000c (Thermo Scientific).

4.6.4 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) semiquantitativa

Foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores para amplificar a regido de
interesse do gene ERG11 de C. albicans (Tabela 2). Tubos para termociclador Gene
Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystem) com capacidade 0,2 mL foram
utilizados para cada amostra. A amplificagcéo foi realizada utilizando-se o kit comercial
(GoTag®Green Master Mix - Promega) contendo 2 corantes (azul e amarelo) que
possibilitam analisar o progresso das amostras durante a eletroforese. Adicionou-se
nos tubos, 6,25 ul do “mix” composto por 0,5 unidade de TagDNA polimerase em 5
mM Tris-HCI, pH 8.5; 25mM KCI; 0,75 mM MgCI2 e 100 mM de cada um dos
desoxinucleotideos trifosfatados (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,5 ul dos
oligonucleotideos iniciadores senso e anti-senso (Tabela 2), 100 ng de RNA e agua

pura qsp 12,5 pl.
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Foram adotadas medidas de controle em todas as reacdes. Adicionou-se
controles negativo, contendo apenas agua pura, mix e 0s oligonucleotideos
iniciadores e positivo, contendo DNA extraido da cepa padrdao ATCC 10231.

Os tubos foram colocados no termociclador Gene Amp® PCR System 9700
(Applied Biosystem) no seguinte programa: 1 ciclo de 95°C por 5 minutos
(desnaturacéo), 25 ciclos de 95°C por 30 segundos (desnaturacéao), 60°C por 30
segundos (anelamento), 72°C por 45 segundos (extensdo) e um ciclo de extensdo
final a 72°C por 7 minutos.

O produto gerado foi observado em eletroforese em gel de agarose a 2%. As
amostras que se apresentaram de forma negativa, sem amplificacdo de DNA, foram

reversamente transcritas para cDNA.

4.7 Sintese de cDNA — Reacao de Transcri¢cdo Reversa

Em capela de fluxo laminar, foi preparado mix contendo: 1 pl de
oligonucleotideo Oligo-dT na concentracdo de 100 pM e 1 ul dos quatro
desoxirribonucleotideos trifosfatados “dDNTPs” (dATP - desoxiAdenosina Trifosfatada,
dCTP - desoxiCitidina Trifosfatada, dGTP - desoxiGuanosina Trifosfatada, dTTP -
desoxiTimidina Trifosfatada) na concentragdo de 10 mM (Invitrogen). Em seguida, foi
preparado um segundo mix com 2 pul de ditiotreitol (DTT) 0,1 M, 4 ul de tamp&o 5x
(Tris-HCI 250 mM, pH 8,3; KCI 375 mM; MgCI2, 15 mM) e 1 ul da enzima M-MLV RT
(Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) (Invitrogen).

Para a sintese de cDNA, ao primeiro mix foi adicionado 1 pg de RNA (no
volume de 11 ul, com adi¢ao de agua gsp 11 ul quando necessério). Os tubos foram
colocados no termociclador Gene Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystem) a
65°C por 4 minutos e 30 segundos. Levou-se ao cooler por 20 segundos para evitar
anelamentos inadequados e adicionou-se 7 ul do segundo mix, tornando o volume
final para 20 ul. A mistura voltou para o termociclador continuando o programa a 37°C
por 50 minutos para promover o anelamento do oligonucleotideo e, um ciclo de 95°C

por 5 minutos promoveu a inativacao da enzima e a remocdo do oligonucleotideo.
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Terminando a reacdo, as amostras foram retiradas do termociclador e armazenadas

a — 20°C para futuras andlises em PCR em tempo real.

4.8 Investigacdo da Expressdo Génica por PCR em tempo real e analise dos
dados

A expressao relativa do gene alvo ERG11 dos isolados de C. albicans foi
investigada por ensaio de RT-PCR em tempo real utilizando o sistema Power
Sybr®Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) no ABI StepOne™ Real-Time PCR
Systems (Applied Biosystems).

Entre os varios métodos propostos para normalizar os dados de RT-gPCR, o
principal € a utilizacao de genes de referéncia. A expressao devida desses genes nao
deve ser afetada pelas condi¢des estudadas, como por exemplo, o numero de copias
do transcrito, a célula tem que se manter constante (JIANG et.al, 2016). Diante do
exposto, foi escolhido como gene de referéncia Actina (ACT1) pelo fato de ser um
gene constitutivo de membrana, devido sua expressao ser diretamente relacionada a
integridade celular e sobrevivéncia da célula.

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram delineados a partir de
sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank e estdo descritos na tabela 2. A
amplificacdo dos genes foi realizada apds os testes de validacdo das condi¢des de
termociclagem e concentracdo dos oligonucleotideos. A eficiéncia e especificidade
destes, foram avaliadas pelas curvas de amplificacéo e dissociagéo, respectivamente.

As reacoes de amplificacdo foram realizadas com um volume final de 10 ul,
nas seguintes condicdes: 1 ciclo a 95° C por 10 minutos (desnaturacéo), 40 ciclos (95°
C por 15 segundos) e (60° C por 1 minuto) para anelamento dos oligonucleotideos
iniciadores e extensao dos fragmentos, seguido de curva de dissociagéo padréo.

Cada amostra foi analisada em triplicata. Os valores de expressao do gene
alvo nos trés tratamentos e na auséncia de fluconazol foram normalizados pela
expressao do gene constitutivo ACT1. A expressao relativa foi calculada utilizando o
método 2°2Ct A eficiéncia para cada gene foi calculada através do perfil de
amplificacdo de cada amostra utilizando-se o programa LinRegPCR (RAMAKERS et
al., 2003).
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4.9 Andlise Estatistica

Os dados relativos ao efeito dos tratamentos com e sem fluconazol na
expressao génica do ERG11, foram analisados utilizando o programa GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software, Inc), através do one-way ANOVA com poOs-teste de
Bonferroni’s. Os resultados estdo apresentados na forma de média + desvio padréao

da média. Foram consideradas significativas as diferencas com p<0,05.
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5 RESULTADOS

Os resultados deste estudo s&o apresentados a seguir.

5.1 Validacé&o dos oligonucleotideos iniciadores

As sequencias geradas foram comparadas aquelas depositadas no Genbank,
apresentando total identidade 100% (94/94) com C. albicans SC5314 para ACT1
(acesso XM_019475182.1) e alta identidade 94% (68/72) com C. albicans SC5314
para ERG11 (acesso XM 711668.2) (Apéndice 1). Validando desta forma os

oligonucleotideos utilizados para a PCR quantitativa.

5.2 Determinacédo da CIM das cepas selecionadas

De acordo com o documento EUCAST Technical Note on fluconazole (2008),
os isolados séo classificados como sensiveis quando os valores da concentracdo
inibitéria minima (CIM) séo iguais ou inferiores a 2 pg/mL e resistentes, quando o
crescimento € inibido por concentracdes maiores que 4 pg/mL. Deste modo, em leitura
espectofotométrica realizada ap6s 24 horas (Apéndice Il), os 8 isolados e a cepa
padrdo C. albicans ATCC 10231 foram classificados como sensiveis. O resultado
obtido para a cepa padrdo ATCC 6258 (C. krusei) permaneceu dentro do limite
recomendado como cepa resistente controle do teste, CIM de 16 pg/mL a 64 pg/mL
para fluconazol (Tabela 3).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1111954269?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=20HKY2GN015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1111957055?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=20H443Z9015
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Tabela 3 — Concentragdes inibitérias minimas de fluconazol e classificagdo quanto a
sensibilidade dos isolados utilizados, de acordo com as diretrizes do
documento EUCAST em leitura realizada apés 24 horas

Microdiluicdo em Caldo pg/mL

N° da Fontes de Leitura -
amostra Colonizagdo Candida spp. 24h Classificacao

10231 ATCC C.albicans 1 S
6258 ATCC C. krusei 16 R
500 L.C C.albicans 0.125 S
521 Jaleco C.albicans 0.125 S
1020 Jaleco C. albicans 0.125 S
31 P.C C. albicans 0.125 S
121 P.C C. albicans 0.125 S
220 P.C C. albicans 0.25 S
221 P.C C. albicans 0.25 S
257 P.C C. albicans 0.125 S

Legenda: ATCC, American Type Culture Collection; L.C, lencol de colchonete; P.C, pon-
ta de cateter; Classificacdo quanto a sensibilidade; S Sensivel; R Resistente

5.3 Determinacgéo da viabilidade celular

A viabilidade de células dos isolados selecionados, nos tratamentos da CIM,
1/2 e 1/4 da CIM de fluconazol e na auséncia deste, no tempo ( 0 horas) e apds 24
horas do cultivo sdo mostrados na tabela 4. Observou-se crescimento celular em 24
horas de incubagc&o em todos os tratamentos.

Segundo o protocolo disponivel no site da Thermo Fisher Scientific, a
viabilidade calculada pelo namero de células, utilizando-se o corante azul de Tripan
deve ser = 95%. Verificou-se que quantidades de células inviaveis ndo foram
significativas, mostrando percentuais abaixo de 3% em todos os tratamentos, apos 24

horas de exposi¢cdo com o antifungico.
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Tabela 4 - Viabilidade (%) dos isolados de C. albicans, ap6s cultivo em diferentes
tratamentos: A, CIM, 1/4 e 1/2 da CIM de fluconazol; nos tempos zero e 24 horas
de crescimento

Zero horas de crescimento 24 horas de crescimento

Isolado Viabilidade % Viabilidade%
500 A 100.00% 100.00%
500 1/4 95.45% 100.00%
500 1/2 98.15% 98.55%
500 CIM 100.00% 97.44%
10231 A 100.00% 100.00%
10231 1/4 96.43% 100.00%
10231 1/2 97.00% 100.00%
10231 CIM 96.43% 98.95%
31A 98.15% 98.81%
311/4 100.00% 99.17%
311/2 96.67% 98.39%
31 CIM 98.08% 97.27%
221 A 100.00% 99.57%
221 1/4 96.77% 99.78%
2211/2 100.00% 99.49%
221 CIM 98,28% 98.11%

Legenda: A = ausente; CIM = concentragdo inibitoria minima;

5.4 Avaliacdo da integridade do RNA extraido

A analise da extragdo de RNA dos isolados de C.albicans foi realizada com a
guantificacdo espectrofotométrica para se avaliar a pureza do mesmo e eletroforese
em gel de agarose 1%, observando suas bandas caracteristicas e degradacéo.
Segundo (SCIENTIFIC, 2012), as relagcfes 260/280nm e 260/230 nm sdo medidas de
pureza de acidos nucleicos, estas geralmente caracterizam o RNA como "puro" em
valores de aproximadamente 2,0. Em relacdo as leituras espectrofométricas, o0 RNA
extraido dos isolados cultivados em todos os tratamentos foram considerados de boa
gualidade, uma vez que as raz0es entre absorbancias 260/280 e 230/260

apresentaram média igual a 2,0 e 1,86, respectivamente.
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A observacao do gel, permitiu identificar uma molécula de RNA integra, com a
presenca de apenas duas bandas fortemente marcadas representando o RNA
ribossomal (28S e 18S). A visualizac&do possibilitou ainda observar a presenca de
bandas fracamente marcadas na regido superior, semelhante a DNA (Figura 3).
Procedeu-se com o tratamento com DNAse | para se obter melhores niveis de pureza
e tal propasito foi alcangado apos a verificagdo em novas quantificacdes em nanodrop.

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1%, mostrando bandas 28S e 18S de RNA

Fonte: Do autor

Legenda: M= Marcador de peso molecular (100 pb — Ladder, Ludwig Biotec) 1, 2,3 e 4 =
isolado 500 apés cultivo com 1/4 e 1/2 da CIM de fluconazol, na auséncia e na
concentracao inibitéria minima de fluconazol, respectivamente.

5.5 Amplificagcdo de DNA

A PCR semiquantitativa foi realizada para todos os isolados em todos os
tratamentos, para verificar a inexisténcia de DNA contaminante (Figura 4). Apenas na
amostra 257 com 1/4 da CIM de fluconazol (canaleta 17), foi observada uma banda
de amplificacdo de DNA. Esta foi purificada novamente com DNAse |. Nas canaletas
11, 12, 13 e 16, correspondentes aos isolados 220 1/4 da CIM de FLU, 220 1/2 da

CIM de FLU, 500 e 257 sem fluconazol ndo houve bandas de amplificacdes definidas,
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porém como é necessario um RNA totalmente livre de contaminagéo, também foram

novamente purificadas, amplificadas e entdo seguiu-se para a transcri¢cao reversa.

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 2% da PCR semiquantitativa de todos os isolados
nos diferentes tratamentos previamente purificados com DNAse |.

13 14 15 16 17 18 19 20 21 P

2 93 24 25 2 27 28 2 30 P

Fonte: Do autor

Legenda: M= Marcador de peso molecular (100 pb — Ladder, Ludwig Biotec), P= Positivo, N=
Negativo, 1 a 36= isolados cultivados na CIM, 1/4 e 1/2 da CIM de fluconazol e
também na auséncia deste antifungico.

5.6 Avaliacdo da expresséo génica de ERG11

5.6.1 Dados PCR quantitativa
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A PCR quantitativa possibilitou analisar a expressao génica diferencial de
ERG11 de todos os isolados nos diferentes tipos de tratamentos apds 24 horas de
incubacdo. Apés o calculo do perfil de amplificacdo de cada isolado, utilizou-se o
mesmo numero minimo de ciclos para amplificacdo (Threshold) de cada gene para

todas as andlises (Figura 5).

Figura 5- Curvas de amplificagéo dos genes ACT1 e ERG11 de C. albicans.
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Fonte: Do autor
Nota: As linhas que ultrapassaram o “Threshold” correspondem as curvas de
amplificacéo

5.6.2 Andlise e interpretacao dos resultados da PCR quantitativa

Os graficos gerados dos niveis relativos de expressdo génica apls a
normalizagdo com gene constitutivo ACT1 nos tratamentos com CIM, 1/4 e 1/2 da CIM

de fluconazol e na auséncia de FLU nos isolados clinicos (31, 121, 220, 221, e 257),
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de colonizagcdo de ambiente hospitalar (500, 521 e 1020) e a cepa padrao ATCC
10231 podem ser vistos na figura 6.

Com excecao do isolado 31 quando tratado com 1/4 da CIM de fluconazol,
observou-se em todos os demais isolados, independente da origem de isolamento,
um aumento de expressdo do gene ERG11 em relagdo aos tratamentos com CIM,
1/4 e 1/2 de CIM de FLU guando comparados na auséncia do antifungico (Figura 6).
Este aumento ocorreu em uma faixa muito ampla em que o menor valor de expressao
foi de 1,086 (221 CIM) e o maior de 126,105 (220 CIM).

Figura 6 — Abundancia relativa de mRNA analisada por gPCR dos isolados cultivados
por 24 horas, na auséncia de fluconazol (AF) e na presenca da CIM, 1/4 e
1/2 da CIM do mesmo antifungico.
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normalizados pelo gene ACT1 e expressos em relacéo ao isolado controle (AF),
através do método 222¢ com correcdo da eficiéncia. (NS, ndo significativo;

*P<0.05)
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Considerando cada um dos tratamentos na presenca de fluconazol, observou-
se ampla variagdo nos niveis de expressao génica do ERG11. Na concentracao
inibitéria minima, houve uma enorme variacdo de 1,086 a 126,10. Na presenca da
concentracdo subinibitéria 1/2 da CIM do antifungico, houve variacdo entre 1,246 a
29,97 vezes e por ultimo, 1/4 da CIM, a variacao foi entre 0,937 a 35,44 vezes (Tabela
5).

Verificando ainda o comportamento nos trés tratamentos com fluconazol, com
1/4 da CIM, o isolado 521 foi 0 que apresentou maior expressao detectada de ERG11
(média 35,44). Em relacdo ao tramento com 1/2 da CIM o isolado 521 também
apresentou maior expressdo (média 29,97). Ja na concentracao inibitéria foi o 220
com maior expressao (média 126,10).

Interessante ressaltar o comportamento do isolado 31 que obteve menor
expressdo quando tratado com 1/4 da CIM do fluconazol em relagdo a auséncia de
antifiingico (Tabela 5).

Tabela 5 — Valores de expresséao diferencial do gene ERG11 nos tratamentos com CIM, 1/4
e 1/2 da CIM de fluconazol, e com auséncia do antifingico, normalizados pelo
gene constitutivo ACT1.

Meédia + SD

Isolado CIM 1/4 da CIM 1/2 da CIM AF
257 4512 +1,746 2,650 + 0,295 9,535+2,837 1,015+%0,216
121 7,237+ 2,998 3,972 + 0,586 2,787 +£0,244 1,174 +0,783
220 126,105 + 33,762 2,249+ 1,752 10,523 + 2,449 1,131 + 0,667
31 1,915 + 0,367 0,937 + 0,049 1,246 £ 0,240 1,017 + 0,228
221 1,086 + 0153 1,177 + 0,357 2,190 +£0,728 1,034 + 0,329
500 10,843 + 2,151 4,129 + 0,398 5,120+ 0,576 1,023 + 0,268
521 40,794 £ 3,056 35,436 + 11,537 29,970 + 15,457 1,121 +0,875
1020 5,332 + 2,512 7,415 + 0,394 6,989 + 1,154 1,008 * 0,156
10231 11,416 + 1,728 11,239 + 2,469 9,339+£1,963 1,000 + 0,019

Legenda: SD = desvio padrdo; CIM= concentracdo inibitéria minima; AF= auséncia de
fluconazol
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Para melhor interpretacéo e apresentagcédo dos dados, foi confeccionada uma
tabela (6) com a relagdo de tratamentos com e sem diferenca significativa. A
expressao do gene ERG11 parece ndo seguir algum tipo de padrédo especifico nos
isolados, uns expressam mais ou menos que outros comparando um determinado
tratamento. No entanto, agrupando os isolados provenientes de origem clinica e
colonizagcédo hospitalar, pode-se observar que alguns comportamentos coincidem.
Dentre os de origem clinica, nenhum apresentou diferenca significativa na expressao
comparando o tratamento com 1/4 da CIM de fluconazol e auséncia deste antifungico.
Os isolados 31, 121 e 220 (ponta de cateter) obtiveram o mesmo perfil nas
concentracdes CIM, 1/4 e 1/2 da CIM em relacéo ao tratamento na auséncia de FLU
e 1/2 em relacéo a 1/4. Porém, o 220 quando cultivado com a concentracdo minima
inibitoria expressou 111,5 vezes a mais do que quando cultivado na auséncia do
antifingico. Ja o 121 e o 31 expressaram 6,16 e 1,88 vezes mais, respectivamente
(Tabela 6).

Os isolados de origem ambiental 521 (jaleco), 1020 (jaleco) e a cepa padrao
ATCC 10231 apresentaram o mesmo perfil de expressédo com diferencas significativas
e nao significativas entre 0s mesmos tratamentos com o antifungico. Os resultados
destes isolados ainda se assemelham com o 500 (lencol de colchonete) quando se
comparam os tratamentos com CIM e AF e 1/2 com AF. Vale ressaltar que os isolados
de origem ambiental obtiveram diferenca nas concentracdes inibitorias e subinibitorias
correspondente a 1/2 de FLU em relacdo a auséncia de FLU. Sobressaiu-se neste
grupo o isolado 521 tratado com CIM, 1/4 e 1/2 da CIM de FLU, apresentado
expressao 29,26, 24,75 e 33,69 vezes a mais que o0 mesmo cultivo com auséncia do
antifingico. Sendo que os outros isolados deste mesmo grupo teve nessa mesma
comparacao a maior expressao 11,42 vezes a mais que o AF (Tabela 6).

A diferenca na abundéancia relativa de transcritos néao foi significativa entre
todos os tratamentos com antifungico no isolado 221 e, também né&o foi significativa
entre 1/2 e 1/4 da CIM de fluconazol, com excecéo apenas do isolado 257 (Tabela 6).

Observou-se ainda que o tratamento nas concentracdes inibitérias minimas
guando comparados ao tratamento sem fluconazol, apenas néo influenciaram de

forma significativa entre os isolados 257 e 221.
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Tabela 6 - Dados de expresséo de todos os isolados de C. albicans nos diversos tratamentos
cultivados por 24 horas na auséncia e presenca de fluconazol.

Tratamentos
AF Ya Y2
CIM 1/2

o

Grupo isorI]ado 1/4 1/2
31

121

Clinicos 220

257

221

500

Colonizacéo

1020
ATCC 10231

Legenda: AF= auséncia de fluconazol, ATCC= American Type Culture Collection; CIM=
concentracao inibitéria minima; Clinicos= isolados clinicos; Coloniza¢do= isolados
de colonizac&do de ambientes hospitalares; Em cinza= Tratamentos sem diferenca
estatistica; Em vermelho= Tratamentos com diferencga estatistica.

Nota: Os valores na caixa em vermelho séo a relacdo de expresséo dos tratamentos na
terceira linha em comparacgéo aos tratamentos da segunda linha.

Considerando a expressdo do gene ERG11 dos isolados de C.albicans,
pode-se observar que existem diferencas na resposta as concentra¢gdes de fluconazol,
que se refletiu em valores de expresséao relativas do gene distintos entre os isolados.
A exposicdo desses a 1/4 da CIM de fluconazol resultou em maior expressao do 521,
e este apresentou diferenca significativa comparada aos demais isolados, os quais

foram estatisticamente semelhantes (Figura 7).
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Figura 7 - Abundéncia relativa de mRNA analisada por gPCR dos oito isolados
e a cepa padrao 10231 cultivados por 24 horas, na presenca de 1/4
da CIM de fluconazol e comparados entre si.
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Nota: Os dados (média + desvio padréo) séo representativos de triplicatas e
foram normalizados pelo gene ACTL1; * isolado significativamente

diferente dos demais P<0.05.

Quando expostos a 1/2 da CIM, o mesmo comportamento foi observado,
novamente a maior expressdo foi do isolado 521, que apresentou diferenca
significativa em relagdo aos demais, os quais foram estatisticamente semelhantes
(Figura 8)

Figura 8 - Abundancia relativa de mRNA analisada por gPCR dos oito isolados
e a cepa padrao 10231 cultivados por 24 horas, na presenca de 1/2
da CIM de fluconazol e comparados entre si.
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Nota: Os dados (média + desvio padrdo) sdo representativos de triplicatas e
foram normalizados pelo gene ACTL1; * isolado significativamente

diferente dos demais P<0.05.

No entanto, no tratamento com a concentracao inibitéria minima de fluconazol,
0s niveis relativos de expressao génica do isolado 220 foi a maior, revelando grande
diferenca com os demais. Neste isolado a expressao foi 3,091 vezes maior que do
segundo mais expresso, 0 521. E, este apresentou diferenca significativa com os

isolados 31, 221, 257 e 1020 (Figura 9).

Figura 9 - Abundéncia relativa de mRNA analisada por gPCR dos oito isolados
e a cepa padrdo 10231 cultivados por 24 horas, na presenca da
concentracao inibitéria minima de fluconazol e comparados entre si
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Nota: Os dados (média + desvio padrdo) sdo representativos de triplicatas e

foram normalizados pelo gene ACT1; * ** isolados significativamente
diferentes entre si e dos demais P<0.05.
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6 DISCUSSAO

Os azbis ha muitos anos, séo prescritos para infeccées por Candida spp. Ha
algum tempo vem sendo observado insucesso nos tratamentos, e alguns estudos tém
relatado que uma das razdes € a resisténcia de Candida spp. a agentes antifingicos
(Leonardelli et al., 2017; MEIS et al., 2016; MONROY-PEREZ et al., 2016). Este fato
alerta para a necessidade de se desenvolver estratégias para prevenir a disseminacéo
dessas linhagens entre os fungos, pois, como observado em bactérias, hoje algumas
estdo disseminadas e fora de controle. Diante dessas indagacoes, as investigacoes
do potencial e dos mecanismos genéticos que acarretam a persisténcia das espécies
de Candida a um antifangico sé&o imprescindiveis para a eficaz utilizacao deste.

Recentemente descrita, a imagem global da candidemia foi ampliada com a
emergéncia da espécie Candida auris, resistente a multiplos farmacos. Reconhecida
em 2009 a partir de um espécime de canal auditivo no Japao, C. auris foi relatada em
outros paises como Africa do Sul, Coréia do Sul, india, Paquistdo, Colémbia,
Venezuela, Reino Unido e EUA (BERKOW,; LOCKHART, 2017).

Mesmo com aumento de candidiases provocadas por espécies ndo Candida
albicans, alguns estudos como Da Silva-Rocha et al., (2014) apontam que a
prevaléncia no Brasil, tanto de isolados clinicos quanto de colonizacdo é de Candida
albicans.

A capacidade de um microrganismo para se adaptar depende de suas
habilidades e varia de acordo com as condi¢des de exposi¢do, como a presenca ou
auséncia de farmacos que podem estimular a expressdo de seus atributos de
viruléncia (SILVA, 2014). Sabe-se que o fluconazol sendo fungistatico, pode permitir
o0 desenvolvimento de resisténcia adquirida de C. albicans no decorrer de um
tratamento, porém nao foram encontrados na literatura, os mecanismos de resisténcia
guando este € administrado em variadas concentracdes. Ainda segundo Bassetti;
Peghin; Timsit (2016), o fluconazol é utilizado no tratamento de candidemia e para o
tratamento de pacientes ndo criticos sem exposicao prévia a azoéis, e sem evidéncia
de colonizagdo com um isolado que tenha reduzida sensibilidade a azois. Dessa
forma, neste trabalho foi proposto analisar um dos mecanismos de resisténcia de

C.albicans, a superexpressdo de ERG11, com administracdo deste antifingico em
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concentragcbes pré-definidas, observando-se uma resposta que poderia ser
semelhante a resposta clinica de pacientes sob tratamento.

O ERG11 é um gene reconhecidamente envolvido em mecanismos de
resisténcia de Candida spp., como superexpressdo e mutacdes. Encontra-se na
literatura, esses mecanismos relacionados a cepas resistentes. Segundo Eddouzi et
al. (2013), C. albicans por muito tempo permaneceu como espécie sensivel ao
fluconazol, mas alguns estudos apontaram desenvolvimento de resisténcia ao mesmo
antifingico. Assim, este estudo investigou o comportamento de isolados sensiveis,
observando um mecanismo que poderia levar ao desenvolvimento de resisténcia ao
fluconazol. Corroborando com este fato, um estudo com isolados de C. albicans de
um paciente internado com AIDS demonstrou que a medida que a resposta clinica do
paciente ao tratamento diminuiu ao longo de um tempo, as CIMs de fluconazol para
estes isolados aumentaram. Segundo o autor Wu et al., (2000), a diminuicdo da
sensibilidade foi associada a mecanismos como: aumento da expressao do gene
MDR1 e CDR1, mutag&o pontual no gene ERG11 e aumento da expressao do gene
ERG11.

No teste de sensibilidade realizado neste trabalho, os isolados revelaram-se
sensiveis ao fluconazol, e os valores das CIMs foram pelo menos quatro vezes
menores que o ponto de corte indicado no documento EUCAST Technical Note on
fluconazole (2008), com excecédo da cepa padrdao ATCC 10231 que foram duas vezes
menores. A sensibilidade da ATCC 10231 ja havia sido observada em outros estudos
como Xu et.al (2015) e Jose et al., (2006), sendo que neste ultimo, a CIM foi a mesma
deste trabalho (1 pg/mL).

De acordo com Navarathna et al., (2005), subinibitéria significa uma
concentracdo que causa uma proeminente diminuicdo na turbidez, mas ainda permite
algum crescimento celular. Pensando nas condicdes de exposicdo dos isolados
utilizadas neste estudo, foi determinada a viabilidade celular pelo método de exclusao
do azul de Tripan, este permitiu quantificar separadamente as células viaveis das
células nado viaveis. O intuito foi verificar qual seria a influéncia de diferentes
concentracfes de fluconazol em exposicdo por 24 horas sobre isolados de C.
albicans. Os resultados mostraram que a inviabilidade néo foi significativa mostrando
percentuais abaixo de 3% em todos os tratamentos. Mesmo o referido antifingico

sendo fungistatico, foi de suma importancia para este estudo que o fluconazol nao
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tivesse matando as células no tempo de incubacédo proposto, pois apés este periodo,
€ que se extraiu o material genético (MRNA) para as analises. Este periodo de
incubacao permitiu avaliar como os isolados estariam respondendo as condi¢des
adversas a eles (a exposicdo de diferentes concentracbes de antifiUngico) na
transcricdo de genes, como o ERG11.

Apds a extracdo de RNA, fez-se uma verificagdo da integridade da molécula,
além da mesma se apresentar de boa qualidade, sem degradacdo (Figura 5),
percebeu-se a presenca de bandas fracamente marcadas na regides superiores dos
géis, semelhante a DNA. A partir destes, pode-se constatar a importancia do
tratamento com DNAse |, uma vez que essa endonuclease remove DNA gendmico de
amostras de RNA antes de aplicacées em RT-gPCR e com intuito de obter melhores
niveis de pureza, o tratamento foi realizado. A partir do material genético extraido, a
enzima transcriptase reversa sintetiza o DNA complementar (cDNA) e diante da
importancia de ndo se levar DNA contaminante para reagdes de transcricao reversa,
neste estudo, foram realizados ensaios para se avaliar a auséncia de tal DNA
contaminante através de amplificacdes deste produto. Nessa reacao levou-se 100 ng
de RNA de cada isolado e, na presenca DNA, o mesmo iria amplificar e aparecer sua
banda caracteristica posteriormente na eletroforese em gel de agarose. Com base nos
resultados, obteve-se total confiabilidade em prosseguir com 0s experimentos
posteriores (reacdes de sintese de cDNA e analises por gPCR). Estas medidas foram
tomadas, considerando que para avaliacdo de niveis relativos de expresséao, essencial
para a precisdo de RT-gPCR é a correcdo de erros resultantes da preparagcédo e
processamento da amostra, incluindo a quantidade de RNA inicial, os processos de
limpeza e a sintese de cDNA (JIANG et al., 2016).

Em geral, a avaliacdo dos niveis relativos de expressao realizados na PCR
guantitativa, revelou que o comportamento de todos os isolados, em todos os
tratamentos com fluconazol, foi de tendéncia de aumento de expressdo de ERG11
comparados a auséncia de FLU. Este mesmo desempenho foi observado
anteriormente por Eddouzi et. al (2013), em um estudo que verificou a expresséao de
ERG11 de um isolado clinico resistente ao fluconazol (CIM 8 pg/mL) comparado a
cepa padrdo SC314 sensivel a fluconazol (CIM 0.0625 pg/mL). Surpreendentemente
a expressdo de ERG11 na cepa SC314 foi maior, com grande diferenca. Porém

guando os mesmos foram incubados com fluconazol, os niveis de expresséo
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aumentaram, sendo que o aumento do resistente equiparou-se com os niveis da cepa
padrdo, o aumento foi de 7 e 2 vezes mais para o isolado e cepa, respectivamente.

Observou-se neste estudo, aumento de expressdo do gene ERG11 nos
isolados de C.albicans com a exposicao ao fluconazol, porém o perfil de expressao
entre os isolados diferiu. Os valores de expressao e a comparacao em relacdo as
diferencas significativas entre os tratamentos foram distintos. Com excecao dos
isolados 521 e 1020 provenientes da mesma fonte de colonizacdo de ambiente
hospitalar (jaleco de profissional de saude) e da cepa padrao ATCC 10231 que
apresentaram exatamente o mesmo perfil de expressdo comparando as diferencas
entre os tratamentos, sendo claramente observado na tabela 6. Importante observar
que as diferencas de expresséo destes, quando cultivados na presenca de fluconazol,
foram grandes em relacéo ao tratamento na auséncia deste. Considerando 0 processo
de colonizacdo a infecgdo, ressalta-se o cuidado de higienizacdo e manipulacédo no
ambiente hospitalar, pois estes isolados em contato com pacientes imunodeprimidos,
gue estiverem recebendo dosagens profilaticas de fluconazol, poderdo responder
dessa mesma forma.

Entre os isolados clinicos, pequenas dosagens de fluconazol parecem nao
surtir efeito em relacéo a expresséo génica de ERG11, uma vez que 0s mesmos nao
apresentaram expressao com diferenca significativa quando cultivados com 1/4 da
CIM de FLU em comparacdo ao tratamento sem este antifingico. O mesmo
comportamento ocorreu quando estes isolados foram cultivados com 1/2, com
excecao apenas do isolado 257.

Observou-se niveis muito baixos de expressao relativa do isolado 221, a
expressao detectada também apresentou aumento quando tratadas com 1/2 e 1/4 da
CIM de fluconazol, porém sem diferenca significativa entre nenhum dos tratamentos
com fluconazol. Considerando alguns trabalhos anteriores da area, este isolado pode
vir a apresentar resisténcia a azois por outros mecanismos de resisténcia, como

mutagao de ERG11, como foi o caso observado por Xu et. al (2015).

Em geral, a maior dose de fluconazol (CIM) foi a que mais influenciou os
isolados a expressarem ERG11, seguidos dos tratamentos com 1/2 e 1/4 da CIM.
Apenas dois isolados ndo apresentaram grande diferengca em comparagao com CIM
e auséncia de FLU (257 e 221), porém ja apresentaram quando comparada a

dosagem menor, com 1/2 da CIM em relagédo a auséncia. O isolado 1020 foi o Unico
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gue quando cultivado com 1/4 da CIM de FLU expressou niveis mais elevados do
gene alvo. A cepa ATCC 10231 quase equipararam as expressdes quando os cultivos
foram a CIM e 1/4 da CIM de FLU.

Ha relatos na literatura mostrando que muitos isolados clinicos de C.
albicans superexpressam ERG11. Em outros casos, o nivel de superexpressdo €
minimo, dificultando a avaliacdo do impacto direto dessa superexpressao no fenétipo
resistente (BERKOW; LOCKHART, 2017). Corroborando com este estudo, foi
observado comportamentos téo diferentes dos isolados 31 e 220, o primeiro teve seu
valor maximo de expressao (1,915) e o segundo apontou seu valor maximo (126,105).
Além do mesmo isolado 31, quando cultivado com 1/4 da CIM de fluconazol
apresentou expressao menor (0,937) do que quando cultivado na auséncia do mesmo
(2,017).

Correlacionando os comportamentos dos isolados de fontes de colonizagéo de
ambiente hospitalar e dos isolados clinicos, observa-se que ambos possuem
tendéncia a resisténcia pela superexpressdo de ERG11, sendo fundamental estimular
0 uso racional dos agentes antifUngicos no ambiente hospitalar.

E importante apontar que uma das causas mais frequentes afetando os
pacientes imunocomprometidos, é a colonizacdo por Candida spp. a partir de
cateteres permanentes (ANTINORI et al., 2016). Somando desta forma a literatura, os
dados obtidos neste estudo, em que isolados de colonizacdo de ambiente hospitalar,
também possuem tendéncia a resisténcia com superexpressdo génica de ERG11
através de exposicdo com fluconazol implica que, tanto quanto estimular o uso
racional dos agentes antifingicos, é o cuidado com higienizagdo e manipulacéo dos
agentes de saude no ambiente hospitalar, pois € neste que se encontram a maioria
dos pacientes imunodeprimidos.

Os resultados deste estudo corroboram com Bassetti; Peghin; Timsit, (2016),
o qual citou que embora no passado doses menores de terapia antifingica fossem
consideradas Uteis para evitar efeitos colaterais, doses adequadas sdo agora

consideradas primordiais para evitar o desenvolvimento da resisténcia.
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7 CONCLUSOES

A expressao génica de ERG11 de todos os isolados de C.albicans frente a
exposicado com os tramentos de fluconazol equivalentes a CIM, 1/4 e 1/2 da CIM e
também na auséncia de FLU foi detectada. Os resultados das quantificacdes diferem
entre cada isolado, porém observou-se niveis aumentados de expressao de todos os
isolados nos trés tratamentos com fluconazol. Dessa forma, o antifungico foi capaz de
elevar a expressao relativa de ERG11 de isolados de C. albicans, independentemente
da fonte de isolamento ou dosagens de fluconazol utilizadas. Esses dados implicam
que pacientes infectados com esses isolados de C.albicans e tratados com doses
menores de fluconazol podem sofrer com posteriores resisténcia desse
microrganismo in vivo.

Os efeitos das concentracdes de fluconazol em C. albicans foram muito
dependentes de cada isolado. Em geral, nas concentragdes inibitérias minimas houve
maior expressao génica de ERG11.

Os isolados clinicos nédo diferiram na tendéncia de resisténcia a fluconazol,
(superexpressando ERG11) de cepas de colonizacdo de ambiente hospitalar.

O surgimento da resisténcia dos isolados de C.albicans ao fluconazol implica
ser uma consequéncia inevitavel das pressdes seletivas impostas por este antifungico.

E de fundamental importancia estimular o uso racional dos agentes
antifingicos, em especial o fluconazol no ambiente hospitalar, visando diminuir a
ocorréncia de infeccdo por Candida spp. e consequentemente a resisténcia deste
microrganismo, mas especialmente, promover a terapia mais adequada e com isso
elevar a sobrevida destes pacientes.

A expressdo aumentada de C. albicans, provenientes de isolados clinicos e
de colonizagdo de ambiente pré-tratados com fluconazol, deve ser relevante para o
cuidado de manipulacdo e higienizacdo no ambiente hospitalar e uso terapéutico e

profilatico deste antifungico.
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APENDICES

ACT1l e ERG11

APENDICE A - Alinhamento realizado no BLAST a partir de sequéncias dos genes

Candida albicans SC5314 actin (ACT1), partial mRNA
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APENDICE B - Microplaca do teste de sensibilidade com finalidade de obtenc&o da
CIM de fluconazol para os isolados de Candida albicans
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