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RESUMO

Candida spp. se tornaram, nas Ultimas décadas, importantes agentes causadores de
infeccbes invasivas, responsaveis por altos indices de morbidade e mortalidade.
Acredita-se que a aspartato protease secretada (Sap) seja um fator diretamente
associado aos processos infecciosos exercendo papel determinante na
patogenicidade de Candida spp. e que a exposi¢cdo a concentracdes subinibitorias
de antifungicos, pode aumentar a producéo de Sap e selecionar isolados resistentes.
Analisaram-se isolados de Candida albicans e Candida n&o-albicans oriundos de
casos de infeccdo hospitalar. Avaliou-se o perfil proteico destes isolados por
eletroforese SDS-PAGE. Avaliou-se, também, o perfil de sensibilidade dos isolados
frente a antifingicos de uso convencional em esquemas terapéuticos (fluconazol e
anfotericina B) e a antifingicos mais novos que ainda ndo fazem parte das rotinas
hospitalares (voriconazol e caspofungina). Determinou-se a atividade proteolitica
gualitativa e quantitativa de Sap e atividade metabdlica de C. albicans e Candida
ndo-albicans cultivados na presenca e auséncia de concentra¢des subinibitérias de
fluconazol e anfotericina B. Estabeleceu-se a correlagcdo entre os testes e por fim,
avaliou-se a expressdo do gene SAP2 em C. albicans ATCC 64548 e C. krusei
ATCC 6258. 100% dos isolados foram sensiveis a anfotericina B, voriconazol e
caspofungina e 89,9% a fluconazol. Dois isolados (7,4%) apresentaram sensibilidade
dependente da dose e um (3,7%) apresentou resisténcia ao fluconazol. Na andlise
qualitativa da atividade proteolitica, 77,7% dos isolados apresentaram atividade. A
maioria dos isolados de C. albicans (50%) e Candida nao-albicans (32%) apresentou
atividade proteolitica moderada. A adicdo de fluconazol ao cultivo ndo promoveu
alteracdes significativas na atividade proteolitica dos isolados padrdes, enquanto
anfotericina B inibiu o crescimento de C. glabrata ATCC 90030 e C. krusei ATCC
6258. Na andlise quantitativa, todos os isolados se apresentaram ativos, sendo que
a maior atividade foi observada em Candida complexo “psilosis” 210 (100%) e a
menor em C. albicans 257 (2,44%). A maioria dos isolados de C. albicans (50%) foi
classificada como fracamente proteolitica, enquanto Candida n&o-albicans (53%)
como moderadamente proteolitica. A presenca de antifingicos no cultivo alterou
significativamente o percentual de degradagdo da maioria dos isolados. A maior
diferenca de percentual foi observada em C. lusitaniae 286, que na presenca de Y4
da ICgq de anfotericina B aumentou 13,7x em relacdo a auséncia do farmaco. O
método quantitativo de determinacdo da atividade proteolitica apresentou maior
sensibilidade. 63% dos isolados de C. albicans apresentaram alta atividade
metabdlica e 68% de Candida ndo-albicans, atividade moderada. A maior atividade
metabalica foi observada em C. albicans 120 (61,72%) e a menor em C krusei ATCC
6258 (2,35%). A atividade metabdlica da maioria dos isolados foi significativamente
alterada. A maior diferenca de percentual foi observada em Candida complexo
“psilosis” 210, que na presenca de ¥z da ICsp de fluconazol apresentou reducdo de
8x na atividade metabdlica em relagdo a auséncia do farmaco. Houve expressao de
SAP2 apenas em C. albicans ATCC 64548, que foi reduzida significativamente na
presenca de ¥ da ICq de anfotericina B. A atividade de Sap pode ser considerada
um fator potencial associado a viruléncia, uma vez que o isolado que apresentou a
maior atividade apresentou sensibilidade antifingica reduzida.

Palavras-chave: Fatores de viruléncia, Candida albicans, Aspartil proteases,
Protedlise, Antifungicos.



ABSTRACT

Candida spp. has become in recent decades, major causative agents of invasive
infections, responsible for high rates of mortality and morbidity. It is believed that the
secreted aspartate protease (Sap) is a factor directly associated with infection
exerting decisive role in the pathogenicity of Candida spp. and that the exposure to
subinibitory concentrations of antifungals may increase the production of Sap and to
select resistant isolates. We analyzed isolates of Candida albicans and Candida non-
albicans from cases of hospital infection. We evaluated the protein profile of the
isolates of Candida spp. by SDS-PAGE. We evaluated also the susceptibility profile
of the isolates against antifungals of use conventional in regimens therapeutics
(fluconazole and amphotericin B) and newer antifungals that are not yet part of the
hospital routine (voriconazole and caspofungin). It was determined the proteolytic
activity qualitative and quantitative of Sap and metabolic activity of isolates of C.
albicans and Candida non-albicans grown in the presence and absence of
subinhibitory concentrations of fluconazole and amphotericin B. Was established the
correlation between the tests and, finally, the expression of the SAP2 gene in C.
albicans ATCC 64548 and C. krusei ATCC 6258 was evaluated. 100% of the isolates
were susceptible to amphotericin B, voriconazole and caspofungin and 89.9% to
fluconazole. Two isolates (7.4%) showed susceptibility dose dependent and one
(3.7%) showed resistance to fluconazole. In the qualitative analysis of proteolytic
activity, 77.7% of the isolates showed activity. The most isolates of C. albicans (50%)
and Candida non-albicans (32%) had moderate proteolytic activity. The addition of
fluconazole to culture did not promote significant changes in the proteolytic activity of
the isolates patterns, while amphotericin B inhibited the growth of C. glabrata ATCC
90030 and C. krusei ATCC 6258. In quantitative analysis, all isolates were active,
being that the highest activity was observed in Candida complex ‘psilosis” 210
(100%) and the lowest in C. albicans 257 (2.44%). The most of the C. albicans
isolates (50%) were classified as weakly proteolytic, while Candida non-albicans
(53%) as moderately proteolytic. The presence of antifungals in the culture
significantly changed the percentage of substrate degradation of the most of isolates.
The greatest difference of percentage was observed in C. lusitaniae 286, which in the
presence of ¥ ICqy of amphotericin B increased 13.7x regarding to absence of the
drug. The gquantitative method of determining the proteolytic activity presented
greater sensitivity. 63% of the isolates of Candida albicans showed high metabolic
activity and 68% of Candida non-albicans had moderate activity. The higher
metabolic activity was observed in C. albicans 120 (61.72%) and lowest in C krusei
ATCC 6258 (2.35%). The metabolic activity of the most of the isolates was
significantly altered. The major difference of percentages was observed in Candida
complex “psilosis” 210, which in the presence of % ICsy of fluconazole showed
reduction of 8x in the metabolic activity regarding to absence of the drug. There was
expression of SAP2 only in C. albicans ATCC 64548, which was significantly reduced
in the presence of ¥ ICq of amphotericin B. The Sap activity may be considered a
potential factor associated to virulence, once that the isolate that showed the greatest
activity showed susceptibility reduced.

Keywords: Virulence factors, Candida albicans, Aspartyl proteases, Proteolysis,
Antifungals agents.
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1 INTRODUCAO

As infec¢Bes fungicas se tornaram clinicamente importantes na segunda
metade do século passado devido aos avang¢os nas tecnologias médicas. Como
resultado, houve um aumento notavel na pesquisa basica de fungos patogénicos
(ODDS, 2000). Atualmente, essas infec¢bes representam sério risco a saude, uma
vez que aumentaram substancialmente nas Ultimas décadas e possuem alta
prevaléncia, especialmente em individuos imunocomprometidos (CORNISTEIN et
al., 2012).

Candida spp. faz parte da microbiota normal de aproximadamente 50% dos
individuos e geralmente reside como organismo comensal, entretanto se o equilibrio
€ rompido, comensais podem se tornar patogénicos (NAGLIK, CHALACOMBE,
HUBE 2003). Candida albicans € a espécie de maior interesse clinico, entretanto,
paralelamente ao aumento das infec¢Bes de origem flngica, observou-se também
um aumento das infeccBes por espécies de Candida ndo-albicans tais como C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. grablata e C. lusitaniae (TAMURA et al.,
2007; CORNISTEIN et al., 2012). Assim como C. albicans, elas tém capacidade de
desenvolver-se em dispositivos médicos, como cateteres, formar estruturas
conhecidas como biofilmes, e persistir no ambiente hospitalar, contribuindo assim
para a ocorréncia de infeccbes (ELLIOTT 1988; COX, PERFECT 1993).

Individuos imunocomprometidos estdo submetidos a diferentes terapias
medicamentosas, as quais podem interferir significantemente na promocédo e
manutencao de infecgbes (HAZEN et al., 2000; NAVARTHANA et al., 2005). Existem
diversos estudos relacionados a epidemiologia e resisténcia das leveduras aos
antifangicos, porém sao raros os relacionados ao potencial de viruléncia de tais
microrganismos e talvez a auséncia de informagdes a esse respeito colabore para o
aumento de infecc¢des fungicas hospitalares (TAMURA et al., 2007).

E de fundamental importancia o esclarecimento das condi¢cbes que possam
influenciar a viruléncia de Candida spp. no hospedeiro, ja que individuos
imunocomprometidos sao os principais alvos de infec¢des oportunistas (HAZEN et
al., 2000; NAVARTHANA et al., 2005). Candida spp. possui varios fatores
associados a viruléncia que garantem sua capacidade de colonizar e causar
infecgbes. Dentre estes fatores, destacam-se as enzimas hidroliticas lipases,
fosfolipases e proteases, sendo que as proteases asparticas sao as principais
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envolvidas na patogenicidade (COSTA et al.,, 2010a). As enzimas proteoliticas
favorecem a adesao e invasdo dos tecidos do hospedeiro através da degradacao de
proteinas da matriz extracelular (MORSCHHAUSER et al., 1997), imunoglobulinas e
proteinas do sistema complemento (KAMINISHI et al., 1995; RUCHEL, 1986).

Desde 1997, o principal foco das pesquisas a respeito da patogenicidade de
Candida spp. tem sido a secrecéo de proteinases asparticas como fator associado a
viruléncia (WATTS et al., 1998). Grande parte dos estudos a esse respeito sugere a
existéncia de uma relacdo entre a producdo das aspartato proteases secretadas
(Saps) e a viruléncia das linhagens (WHITE, AGABIAN 1995; SCHALLER et al.,
2003; KORTING et al., 2003; LERMANN, MORSHHAUSER, 2008), o que faz com
que a atividade de Sap se torne um intrigante atributo de viruléncia (WHITE,
AGABIAN, 1995).

Uma familia de 10 genes SAP é responsavel pela codificacdo de isoenzimas
Sap, que sao distribuidas diferentemente entre as espécies do género Candida spp.
(MONOD et al., 1994; FELK et al., 2002). A expressado dos genes € variavel e pode
ser influenciada por condi¢cdes ambientais in vivo e experimentais in vitro (HUBE,
NAGLIK, 2001; ORTEGA et al.,, 2009). Segundo Mores et al. (2009), linhagens
secretoras de Sap apresentam maior capacidade de invasdo dos tecidos
hospedeiros do que linhagens ndo secretoras. Varios estudos de expressdo dos
genes SAP sugeriram a existéncia de uma expressao diferencial dos genes de
acordo com o tipo e o local de infeccéo e papéis especificos durante colonizacao e
infeccéo dos tecidos do hospedeiro (HUBE et al., 1997; FELK et al., 2002; KORTING
et al., 2003; LERMANN, MORSCHAUSER 2008).

E extremamente necessario estudar os possiveis mecanismos de atuacgio e
inibicdo das Saps, as condi¢des nas quais elas sado estimuladas ou inibidas in vivo,
para que finalmente, possa ser fornecido um auxilio favoravel a pesquisa e
desenvolvimento de agentes antifungicos que interfiram nesse potencial de
viruléncia, contribuindo assim para a reducdo da incidéncia de morbidade e
mortalidade associada as infecces (JAIN et al., 2007; RORIG et al., 2009).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Infeccdes e Candida spp.

A incidéncia de infec¢cdes hospitalares por fungos aumentou
consideravelmente nas ultimas décadas acarretando altos indices de morbidade e
mortalidade, uma vez que o numero de agentes antifungicos disponiveis é restrito e
a resisténcia a eles cada vez maior (SARDI et al., 2013). Os agentes isolados com
maior frequéncia pertencem ao género Candida spp. (ST-GERMAIN et al., 2001),
gue corresponde a cerca de 80% das infec¢des fungicas de origem hospitalar (NETT
et al., 2007; SARDI et al., 2013).

As leveduras do género Candida spp. pertencem ao reino Fungi, divisdo
Eumycota, subdivisdo Deuteromycotina, classe Blastomycetes e familia
Cryptococcacea. Este género compreende as principais leveduras patogénicas,
aproximadamente 200 espécies (SIDRIM, ROCHA, 2004). Estes fungos sé&o
patébgenos oportunistas que vivem de forma comensal na maioria dos individuos
saudaveis (WHITE, AGABIAN, 1995; MORAGUES et al., 2003). Eles podem ser
encontrados frequentemente nas superficies mucosas, cavidade oral, nasofaringea,
pele, unhas, vagina, assim como no sangue, urina e outros locais do corpo (PITTET,
WENZEL,1995; NUCCI, 2000).

As infecc¢des fungicas causadas por Candida spp. abrangem desde lesfes
superficiais em pessoas saudaveis até infeccbes difundidas em pacientes
neutropénicos. Diversos processos patologicos, fisiolégicos ou traumaticos podem
facilitar a colonizagcdo e posterior infeccdo do hospedeiro por Candida spp.
(ALVARES et al., 2007).

A relacao entre infec¢cées por Candida spp. e ambiente hospitalar ganhou
importadncia a partir da década de 1980, interligada ao avanco da tecnologia
cientifica médica e do melhor conhecimento dos mecanismos desencadeadores de
doencas e propiciou o0 aumento da sobrevida de pacientes com doencas terminais,
gue muitas vezes, morrem de infeccfes fungicas e ndo da doenca de base (CHANG
et al., 2000; SELITRENNIKOFF, 2001; COLOMBO et al., 2003).

Infecgbes fangicas invasivas representam um sério risco a saude,

especialmente no caso de pacientes hospitalizados (YANG, 2003). Muitos fatores de
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predisposicdo as infecgbes podem ser citados, entre eles, o uso de antibidticos de
amplo espectro, tempo prolongado de internacdo hospitalar e procedimentos
cirdrgicos invasivos, como a utilizacdo de sonda vesical, cateteres venosos e
ventilacdo mecanica (GLOLO, SVIDZINSKI, 2010). Outros fatores, como idade
extrema, imunossupressao, insuficiéncia renal, diabetes, quimioterapia, radioterapia,
lesdo de mucosas, hemodialise, cirurgia prévia, corticoterapia, uso de proteses
dentais e lentes de contato também possuem certa importancia (PAPPAS et al.,
2003; MONTES et al., 2009). A primeira defesa do hospedeiro contra infec¢bes
microbianas é a imunidade celular, e em casos de imunossupressdo, a reducao
dessa defesa predispde o individuo a uma variedade de infec¢Bes fungicas (YANG,
2003).

Desde 1993, Candida albicans era a principal espécie responséavel pelo
aumento da morbidade e mortalidade em individuos acometidos por infeccdes
fungicas (MORRISON et al., 1993). Esta é a espécie mais freqiientemente isolada
de infec¢Bes superficiais e invasivas, mas espécies de Candida ndo-albicans tém
aumentado em frequéncia e muitas vezes sao refratarias as terapias convencionais
(TAMURA et al., 2007). Cornistein et al. (2012) fez um estudo epidemiolégico em
pacientes hospitalizados de um centro neuroldgico e identificou isolados de Candida
nao-albicans em 56,7% dos espécimes clinicos analisados contra 43,3% de C.
albicans. Um estudo realizado por Chang et al. (2008) detectou a presenca de C.
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata em amostras de sangue venoso
de pacientes internados. Segundo Pappas et al. (2003) e Colombo et al. (2003) tem-
se observado uma proporgdo aumentada de infec¢des causadas por Candida nao-
albicans, tais como Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, Candida guillermondii e Candida lusitaniae. As razdes para essa inversao
no padrao de distribuicdo das espécies ainda nao foram elucidadas.

Cinco espécies de Candida spp. causadoras de infec¢des em humanos eram
conhecidas, até 1963: C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.stellatoidea e C.
guilliermondii (COLOMBO et al.,, 2003). Atualmente, sdo conhecidas cerca de
dezessete espécies causadoras de micoses superficiais ou invasivas e segundo
estudo recente determinadas espécies de Candida ndo-albicans chegam a ser
responsaveis por 35 a 65% das candidiases (MUIR, WEINBREN, 2010). Segundo
Glolo, Svidzinski (2010), as espécies de Candida ndo-albicans mais implicadas em

processos infeciosos séo: C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, Candida kefyr,
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Candida norvegensis, Candida rugosa, C. guilliermondii, C. lusitaniae, Candida
ciferrii, Candida haemulonii, Candida lypolytica, Candida pulcherrima, Candida
catenulata, Candida utilis, Candida viswanathii e Candida seylanoides.

Sullivan et al. (1995) realizou detalhada analise genotipica e fenotipica de
isolados atipicos de C. albicans e a partir de seus resultados propdés o
estabelecimento de uma nova espécie, C. dubliniensis. Segundo Sullivan et al.
(1997), os isolados de C. dubliniensis eram identificados, até 1995, como formas
incomuns de C. albicans por possuirem propriedades fenotipicas muito semelhantes.

Assim como ocorreu com C. albicans, isolados identificados como C. glabrata
devido as semelhancas fenotipicas existentes, foram classificados, posteriormente,
como novas espécies (BISHOP et al. 2008). Candida nivariensis e Candida
bracarensis foram descritas pela primeira vez por Florez et al. (2005) e Correia et al.
(2006), respectivamente. Segundo Correia et al. (2006) e Borman et al. (2006) C.
nivariensis e C. bracarensis podem ser consideradas espécies emergentes quanto a
capacidade patogénica. Estudo realizado por Lockhart et al. (2009) verificou
aumento de incidéncia de infec¢cdes causadas por C. glabrata, C. nivariensis e C.
bracarensis e desenvolvimento de resisténcia antifungica, principalmente ao
fluconazol.

A espécie C. parapsilosis foi isolada e descrita primeiramente por Ashford
(1928). Lin et al. (1995) demonstrou a presenca de trés grupos geneticamente
distintos (I, 1l e Ill) entre isolados clinicos identificados como C. parapsilosis e
constatou que tais diferencas seriam mais compativeis com o delineamento de
espécies do que de subgrupos. O estudo de Tavanti et al. (2005) propds a
manutencdo do nome C. parapsilosis para o grupo | e designou os nomes Candida
orthopsilosis para o grupo Il e Candida metapsilosis para o lll. Esse estudo concluiu,
ainda, que o nivel de diferenciacdo existente entre essas espécies € semelhante ao
encontrado entre C. albicans e C. dubliniensis.

Um estudo de vigilancia epidemiolégica realizado por Colombo et al. (2006),
que compreendia a avaliagdo da incidéncia de infec¢do hospitalar em 11 centros de
saude no Brasil, encontrou alto indice de candidemia, no qual Candida spp. foi o
guarto patégeno mais frequentemente isolado, sendo a espécie mais comum C.
albicans (41%), seguida de C. tropicalis e C. parapsilosis (21%). Estas espécies
foram precedidas apenas por estafilococos coagulase-negativa, Staphylococcus

aureus e Klebsiellla pneumoniae.
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2.2 Comensais inofensivos x Patdégenos invasivos

Para o estabelecimento de uma infeccdo, patdgenos oportunistas devem
escapar do sistema imune, sobreviver, dividir-se no organismo do hospedeiro e ser
capaz de migrar para outros tecidos (YANG, 2003). Em certas circunstancias,
geralmente associadas a debilidade do sistema imune do hospedeiro, pode haver
transicdo de comensal inofensivo a patdgeno invasivo, causando infeccdes
sistémicas e mucosas (WHITE, AGABIAN, 1995; HUBE, NAGLIK, 2001). Se o
sistema imunoldgico fica comprometido, organismos comensais como Candida spp.
podem se tornar patogénicos. Determinar como ocorre e como prevenir essa
transformacao € o principal foco dos estudos em Micologia Médica (BRUCKMANN,
et al., 2000).

O estado fisiologico do hospedeiro € o primeiro fator que rege a etiologia da
candidiase. Entretanto, pequenas alteracdes no organismo hospedeiro podem incitar
0 potencial patogénico de Candida spp. e torna-la capaz de promover doencas
profundamente debilitantes (NAGLIK, CHALACOMBE, HUBE, 2003). Mesmo na
forma invasiva, ndo € interesse do patdgeno eliminar o hospedeiro, pois 0 mesmo
fornece a energia necessaria a sua sobrevivéncia (YANG, 2003).

Sabe-se que 0s microrganismos patogénicos e oportunistas tém desenvolvido
mecanismos que 0s auxiliam nos processos de invaséo e infeccdo (FRADIN et al.,
2003). Em comum com outras espécies, C. albicans, € capaz de secretar uma
proteinase, que parece desempenhar um papel essencial na sua patogenicidade
(HOMMA et al., 1992).

Segundo Tamura et al. (2007), as leveduras ndo agem passivamente durante
0 estabelecimento de uma infec¢ao invasiva, na verdade, acredita-se que elas
participam ativamente no processo fisiopatolégico da doenca utilizando-se de

mecanismos de agressao denominados fatores de viruléncia.

2.3 Fatores de viruléncia

Leveduras do género Candida spp. contam com diversos fatores associados a

viruléncia que garantem sua capacidade de colonizar e provocar infecgbes. A

capacidade de Candida spp. de causar infeccbes depende também de suas
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caracteristicas intrinsecas, de seus fatores ou atributos de viruléncia, como
capacidade de se aderir as células do hospedeiro, promover altera¢des fenotipicas,
convergir entre leveduras e pseudo-hifas, formar biofilmes, produzir substancias
toxicas as células, como hemolisinas, resistir ao peréxido de hidrogénio e produzir e
secretar enzimas hidroliticas tais como proteases e fosfolipases. Esses fatores
podem facilitar a promocédo de infecgcdes em hospedeiros suscetiveis e garantir sua
permanéncia colonizando ou invadindo os tecidos do hospedeiro (WHITE,
AGABIAN, 1995; SANGLARD et al., 1997; CALDERONI, FONZI, 2001).

Os fatores de viruléncia de Candida spp. podem variar de acordo com a
natureza da resposta do hospedeiro, 0 local e o estagio da infeccdo (NAGLIK,
CHALACOMBE, HUBE, 2003). Quando comparado a outros eucariotos, Candida
spp. possui um genoma de tamanho superior, que fornece recursos suficientes para
desenvolver fatores de viruléncia altamente especializados para promover
sobrevivéncia intracelular em tipos celulares especificos do hospedeiro (HUBE,
NAGLIK, 2001).

Candida albicans apresenta um potencial patogénico bastante conhecido,
apresentando como principais fatores de patogenicidade e viruléncia a capacidade
de se aderir a parede celular de diferentes tecidos, como mucosas e epitélios, a
transicao fenotipica com producdo de estruturas filamentosas que auxiliam a invaséo
tissular, a termotolerancia significativa, e a producdo de enzimas proteoliticas como
proteinases e fosfolipases (COLOMBO, GUIMARAES, 2003; BRAGA-SILVA et al.,
2009).

Segundo Costa et al. (2010a) a atividade de proteinases e fosfolipases
relaciona-se diretamente com a promocao e o estabelecimento de infecc¢des. De
acordo com os estudos conduzidos por Noumi et al. (2010), a producao de enzimas
hidroliticas e adesinas por C. albicans, isoladas de casos de candidiase oral,
apresentaram-se como o0 maior fator associado a viruléncia, fato sugerido
anteriormente por Neugnot et al. (2002). Shimizu et al. (1996) e Abu-Elteen et al.
(2001) apontaram a relevancia das aspartato proteases secretadas (Sap),
hialuronidases, condroitinases e fosfolipases como fatores de viruléncia ao relatar
gue linhagens de Candida spp. secretoras de tais enzimas apresentam maior
capacidade de invadir tecidos do que as ndo secretoras.

Em uso de suas propriedades adesivas, leveduras como C. albicans, podem

formar biofilmes, que se iniciam pela aderéncia e colonizacdo de superficies, formam
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pequenos agregados por deposicdo e terminam com o desenvolvimento de uma
matriz polimérica complexa. Seu desenvolvimento geralmente ocorre em resposta a
uma variedade de condicdes, tais como, alta densidade celular, privacdo de
nutrientes e estresse fisico ambiental (O°'TOOLE, DAVEY, 2000; SENEVIRATNE et
al., 2008).

Estima-se que a maioria das infecgbes flungicas seja causada por leveduras
associadas formando biofilmes, a forma mais comum de crescimento microbiano na
natureza. Acredita-se também, que a capacidade de forma-los esta intimamente
relacionada ao grau de viruléncia do fungo (HAWSER, DOUGLAS, 1994; KUHN et
al., 2003; NETT et al., 2007). Considera-se que biofiimes de Candida spp. possam
estar relacionados a falha terapéutica e consequente aumento na candidemia, uma
vez que a presenca de uma estrutura extremamente complexa envolvendo as
células dificulta a penetracdo dos antifungicos utilizados no combate a candidemia.
Dessa maneira, biofilmes maduros expostos a antifingicos, mas nao eliminados pelo
tratamento, podem se tornar reservatorios de células resistentes a esses agentes.
(YANG, 2003).

2.4 Aspartato Proteinase Secretada (Sap) de Candida spp.

Proteases extracelulares de fungos saprofitos, tais como Aspergillus niger ou
Neurospora crassa, sao secretadas principalmente para fornecer nutrientes para as
células, entretanto, fungos patogénicos tém se adaptado e desenvolvido funcdes
especializadas durante infecgcbes (ORTEGA et al., 2009; BRAGA-SILVA et al.,
2009).

As trés enzimas hidroliticas extracelulares de maior importancia produzidas
por Candida spp. sdo fosfolipases, lipases e proteases. Dentre elas, as proteases
asparticas, proteases ativas em pH acido, tém sido intensamente estudadas como
fator associado a viruléncia e séo classificadas com base no seu mecanismo
catalitico (NAGLIK, CHALACOMBE, HUBE, 2003; ORTEGA et al., 2009). Estudos
demonstram que leveduras que apresentam aumento na sintese e atividade de
fosfolipases e proteases, principalmente as proteases asparticas, tém maior
potencial patogénico, levando a quadros clinicos de candidiases mais graves
(GLOLO, SVIDZINSKI, 2010).
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As Saps, potentes indutoras de citocinas inflamatorias, tém atraido atengéo
de pesquisadores e direcionado o foco das pesquisas a respeito da patogenicidade
de Candida spp. nos ultimos anos (KUHN et al., 2003; GROPP et al., 2009). A Sap
foi descrita pela primeira vez por Staib (1965), que a denominou de proteinase acida
de Candida (Cap), por possuir um perfil de atividade 6tima em faixas de pH acido e
ter sido encontrada primeiramente em Candida spp. (STAIB, 1965; REMOLD et al.,
1968; RAY, PAYNE, 1990). Ela possui ampla especificidade de substrato, pois pode
degradar uma variedade de proteinas humanas, como albumina, hemoglobina,
queratina, colageno, laminina, fibronectina, mucina e quase todas as
imunoglobulinas, inclusive a Imunoglobulina A, que é resistente a maioria das
proteinases bacterianas. (SANGLARD et al.,, 1997; RAY, PAYNE, 1990; HUBE,
NAGLIK, 2001).

Basicamente, as enzimas Sap efetuam a digestdo das proteinas disponiveis,
com o objetivo de fornecer nitrogénio para promover a sobrevivéncia das células
fungicas. Em outras palavras, parecem ter a funcdo de aquisicdo de nutrientes
(SANGLARD et al., 1997; HUBE, NAGLIK, 2001). Entretanto, as Saps podem ter se
adaptado para desenvolver outras fungdes mais direcionadas a viruléncia, pois elas
acabam por degradar proteinas estruturais e do sistema imunoldgico do hospedeiro
(STAIB, 1965; WHITE, AGABIAN, 1995; HUBE, NAGLIK, 2001).

Acredita-se que as Saps podem contribuir para a adesdo e invasdo dos
tecidos do hospedeiro através da degradacdo ou distorcdo de estruturas da
superficie celular e substancias intercelulares, ou por destruicdo de células e
moléculas do sistema imune para evitar ou resistir ao ataque microbiano (WHITE,
AGABIAN, 1995; HAMAL et al., 2004; HORNBACH et al., 2009). De maneira geral,
linhagens secretoras de Sap apresentam maior capacidade de invasédo dos tecidos
hospedeiros do que linhagens néo secretoras (MORES et al., 2009).

As metodologias padronizadas que avaliam a secre¢do de Sap privilegiam a
analise em células planctbnicas, mas é muito importante lembrar que as leveduras
nao vivem de forma isolada no hospedeiro, elas estdo sempre agrupadas na forma
de biofiimes (MORES et al., 2009), onde produzem e secretam quantidades de Sap
superiores as ceélulas planctonicas (MENDES et al., 2007; MORES et al., 2009).

Um estudo realizado por Mendes et al. (2007) comparou a atividade
proteolitica de Sap produzida por biofiimes e células planctonicas de isolados de C.

albicans e obteve em seus resultados, niveis de atividade cerca de quatro vezes
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mais altos nos biofilmes. Mores et al. (2009) comprovou em seu estudo que células
de C. albicans secretam maiores quantidades de Sap quando cultivadas na forma de
biofilmes e que na presenca de doses subinitorias de fluconazol tendem a aumentar
a secrecdo da enzima. Estudos adicionais sdo necessarios na tentativa de elucidar a
relacdo entre o aumento na secrecdo de Sap e a diminuicdo da sensibilidade de
biofiimes de Candida spp. frente a antifingicos, principalmente ao fluconazol, como

demonstrado por Ramage et al. (2006) e Ferreira et al. (2009).

2.5 Aspartato protease e 0s genes relacionados

A producdo de Sap é codificada por uma familia de 10 genes SAP,
distribuidos diferentemente entre as espécies do género Candida spp. (MONOD et
al., 1994). A transcricdo destes genes gera isoenzimas, denominadas desta forma
devido a existéncia de semelhancas estruturais e conformacionais entre elas
(MONOD et al., 1994; FELK et al., 2002; BORELLI, 2008).

Cada gene SAP codifica uma pré-proenzima com cerca de 60-200
aminoacidos a mais que a enzima madura. A pré-proenzima possui um peptideo
sinal N-terminal e residuos conservados de aspartato e cisteina no sitio ativo,
necessarios a manutencdo da estrutura tridimensional (NAGLIK, CHALACOMBE,
HUBE, 2003). A enzima madura é obtida apds um extenso processamento
proteolitico realizado por uma peptidase sinal no reticulo endoplasmatico e pela
enzima Kex2 no complexo de Golgi (HUBE, NAGLIK, 2001; ORTEGA et al., 2009).
Apds o processamento se completar, os residuos de asparto no sitio ativo e as
sequéncias de peptideos comuns para todas as proteinases asparticas se mantém
conservados (HUBE, NAGLIK, 2001).

As Saps ativadas sdo empacotadas dentro de vesiculas secretoras e
transportadas para a membrana celular, onde podem se ligar ao
glycosylphosphatidylinositol (GPI), proteina ancoradora da membrana ou da parede
celular, como Sap9 e Sapl0; ou ser liberada para o espaco extracelular como no
caso das outras isoenzimas (NAGLIK, CHALACOMBE, HUBE, 2003; ALBRECHT et
al., 2006).

Atualmente, sabe-se que C. albicans € a Unica espécie do género que possui

os dez genes SAP identificados no genoma e tem capacidade de produzir as dez
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isoenzimas Sap (HUBE, NAGLIK, 2001; ORTEGA et al.,, 2009). Os genes sao
agrupados devido a suas diferencas e/ou semelhancas em seis subgrupos ou
subfamilias: SAP1-3, SAP4-6, SAP7, SAP8, SAP9 e SAP10 (MONOD et al., 1998,
ORTEGA et al., 2009). Sapl-Sap3 possuem identidade de até 67% e Sap4-Sap6 até
89%. Sapl-Sap3 e Sap4-Sap6 estdo intimamente agrupadas. Sap7 tem apenas 20-
27% de identidade em relacdo a outras proteinas e esta externamente posicionada.
Sap8 é remotamente relacionada a ambos 0s grupos ou proteinas Sap. Sap9 e
Sapl0 sdo agrupadas entre eles (FIGURA 1) (NAGLIK, CHALACOMBE, HUBE
2003; ALBRECHT et al., 2006; ORTEGA et al., 2009). Todos os membros da familia
de proteinas Sap possuem quatro residuos de cisteina e dois residuos de aspartato
conservados. A comparacao entre as sequéncias revelou que Sap9 e Sapl0 diferem
das outras isoenzimas Sapl-Sap8, ndo apenas pela semelhanca entre as
sequéncias, mas também pelos multiplos locais de N-glicosilagdo e as provaveis
sequéncias consenso C-terminal tipicas para o GPI, uma propriedade estrutural
reconhecida de yapsinas (MONOD et al., 1998; EISENHABER et al., 2004;
ALBRECHT et al.,, 2006). Essas proteinases tém uma estrutura semelhante as
yapsinas, uma familia de cinco proteinases ndo secretoras e ancoradas por GPI
(YPS1-3, YPS6 e YPS7) de Sacharomyces cerevisiae envolvidas na integridade da
parede celular e interacbes célula-célula (MONOD et al., 1998; ALBRECHT et al.,
2006).
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Figura 1. Dendograma mostrando a relacdo da familia de isoenzimas Sap de
Candida spp. e as duas yapsinas de Saccharomyces cerevisiae que mostram
elevada semelhanca com Sap9 e Sapl10 (ALBRECHT et al., 2006).
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No genoma de C. tropicalis uma subfamilia de quatro genes € responsavel
pela codificacdo de Saptl-Sapt4 e no complexo C. parapsilosis os genes SAPP1-
SAPP3 sdo codificadores da subfamilia Sappl-Sapp3 (ZAUGG et al.,, 2001;
ORTEGA et al., 2009). No genoma de C. dubliniensis foram encontrados oito genes
codificadores de Saps (SAPCD1-SAPCD4 e SAPCD7-SAPCD10), apesar de
estudos in vitro ndo identificar a producdo das proteinases correspondentes. A
presenca dos genes ndo implica necessariamente na expressao dos mesmos
(PICHOVA et al., 2001; ZAUGG et al., 2001; ORTEGA et al., 2009). Genes SAP de
C. albicans e C. dubliniensis ocupam a mesma posic¢ao na arvore filogenética devido
a sua alta similaridade (> 90%). Estudos relatam uma relacao filogenética entre as
Saps originadas de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis (STEHR et al., 2000;
ORTEGA et al., 2009). Ortega et al. (2009) construiram uma arvore filogenética da
superfamilia de genes SAP a partir de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
dubliniensis, C. lusitaniae e C. guilliermondii e observaram a presenca de genes
SAP em C. guilliermondii e C. lusitaniae, além dos genes ja relatados em outros
estudos para as demais espécies. Conforme relatado no trabalho, C. guilliermondii
possui oito genes SAPGU e C. lusitaniae trés genes SAPLU. Genes SAP nao foram
encontrados no genoma de C. krusei e C. kefyr (ORTEGA et al., 2009) e até hoje
nada mais foi relatado a esse respeito. Nenhum gene SAP foi detectado no genoma
de C. glabrata, entretanto, devido a sua estreita relacdo filogenética com S.
cerevisiae, ela possui pelo menos 11 genes YAP, alguns dos quais sdo expressos
em macroéfagos (KAUR et al., 2007; ORTEGA et al., 2009).

As proteinas Sapl1-10 tem entre 35 e 50 kDa e atuam em pH diferenciado. As
isoformas Sapl-6 possuem atividade 6tima em faixas de pH distintas: Sapl-3 sdo
mais ativas em faixas de pH mais baixas, entre 2 e 5, enquanto as Sap4-6 sdo mais
ativas em faixas de pH mais alto, de 3 a 7. A temperatura otima de atividade das
proteinases, especialmente Sapl1-3 é 45°C, entretanto a 55°C a atividade proteolitica
praticamente desaparece. Em contrapartida, Sap3 permanece ainda com 30% da
atividade maxima a 55°C, o que sugere que ela seja mais resistente a desnaturacéo
térmica do que todas as outras isoenzimas (SMOLENSKI et al., 1997; NAGLIK,
CHALACOMBE, HUBE, 2003; ALBRECHT et al., 2006).

A regulacdo da expressdo da familia de genes SAP pode ser controlada ao
nivel de RNAmM ou de proteina. A expressdo dos genes € variavel e pode ser

influenciada por condicdes ambientais in vivo e experimentais in vitro (HUBE,
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NAGLIK, 2001; ORTEGA et al., 2009). Sap2 é a proteinase mais estudada, porque &
secretada em abundancia durante experimentos in vitro (SANGLARD et al., 1997).
Resultados de White, Agabian (1995) sugerem que o tipo celular controla o
padrdo de expressdo das isoenzimas Sap. Em um hospedeiro infectado € possivel
encontrar Candida spp. nas formas de hifa e levedura. Acredita-se que a formacéo
de hifas seja essencial para a invasividade dos fungos, uma vez que elas auxiliam
no escape de macrofagos apos fagocitose (PHAN et al., 2000; FELK et al., 2002).
Estudos mostraram que SAP1-SAP3 sao expressos pela fase leveduriforme,
enquanto a expressado dos genes SAP4-SAP6 estd associada a formacao de hifas
(FIGURA 2) (HUBE et al., 1994; HUBE et al., 1998; SCHALLER et al., 1999; FELK
et al., 2002). A expressao desses genes e 0 desenvolvimento de hifas ndo estéo

estritamente ligados, mas reguladas pelos mesmos fatores (FELK et al., 2002).
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Figura 2. Expressao de diferentes subclasses de Sap por C. albicans durante o
processo infeccioso (Adaptado de MUNRO, HUBE, 2002).

Os genes SAP estdo envolvidos diferentemente no desenvolvimento e
manutenc¢ao de infecgdes. Genes SAP1-SAP3 parecem ser essenciais em infecgoes
mucosas e SAP4-SAP6 em sistémicas (SANGLARD et al., 1997; DE BERNARDIS et
al., 1999; LIAN, DA LIU, 2007). As isoenzimas Sap9 e Sapl0 parecem ter funcbes
na integridade celular, adeséo e separacao da célula apos brotamento (ALBRECHT
et al., 2006). A expressao do gene SAP8 ocorre preferencialmente apos 6 a 9 horas
de incubacdo a 27°C em meio suplementado com albumina (ALBRECHT et al.,
2006). Em C. albicans, transcritos do gene SAP9 podem ser encontrados em fases
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posteriores de crescimento, especialmente quando ha redugcdo da expressao de
SAPS8 (LIAN, DA LIU, 2007).

As infeccdes causadas por Candida spp. podem apresentar padrdes
diferenciados de expressdo dos genes SAP de acordo com o tipo e o local de
infeccdo desenvolvida, bem como as condicbes ambientais de predisposicdo a
infeccbes (NAGLIK, CHALACOMBE, HUBE, 2003). Em adicdo, a expressao desses
genes ndo € significantemente diferente entre pacientes infectados e portadores
assintomaticos. Em outras palavras, a excecdo dos transcritos de SAP1 e SAPS3,
encontrados apenas em pacientes infectados, as demais isoformas de Sap podem
ser expressas tanto em pacientes infectados quanto em portadores assintomaticos
(NAGLIK et al., 1999).

Segundo Ortega et al. (2009), o padrdo de expressdo dos genes SAP pode
ser modificado de acordo com as condicbes de exposicdo dos isolados e
geralmente, condicdes de estresse fisiologico podem promover aumento da
secrecdo de Sap. Testes de inducdo da expressdo génica em C. parapsilosis
permitem observar producdo superior de Sappl em relacdo a Sapp2, no uso de
proteinas exégenas como Unica fonte de nitrogénio. Em adicdo, a Sapp2 produzida
tem baixa especificidade de substrato e atividade catalitica significantemente mais
baixa do que Sappl nas mesmas condigdes (HRUSKOVA-HEIDINGSFELDOVA et
al., 2007). Em um trabalho desenvolvido por Gilfillan et al. (1998), isolados de C.
dubliniensis, submetidos a variacbes de pH e temperatura, adicdo de diferentes
substancias ao meio de cultura, foram capazes de formar hifas verdadeiras na
maioria das condi¢cOes testadas, mas falharam na presenca de N-acetilglicosamina.

Os primeiros estudos de expressédo dos genes SAP encontraram sete genes
diferencialmente regulados in vitro (FIGURA 3). SAP1 e SAP3 foram regulados
durante “mudanca fenotipica”. RNAmM de SAP2 foi o principal transcrito em fase-log
de células leveduriformes cultivadas em meio contendo proteinas, como albumina.
SAP4-SAP6 foram expressos durante a transicdo de leveduras para hifas em pH
neutro, enquanto a transcricdo de SAP7 foi silenciada sob todas as condicdes
testadas in vitro. A expressédo de SAP8 foi aumentada a 25°C comparada aos niveis
de expressdo em temperaturas fisiologicas. Essa expressdo diferencial de genes
SAP sugere que as isoenzimas podem desempenhar diferentes papéis na invasao
do hospedeiro (HUBE et al., 1994; WHITE, AGABIAN, 1995).
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Figura 3. Expresséo diferencial de genes SAP por diferentes formas morfologicas de
C. albicans. SAP7 foi silenciada ou apenas fracamente expressa. Adaptado de Hube
(1996 apud HUBE et al., 1998).

A expressao in vivo dos genes SAP1-SAP7 de C. albicans foi analisada por
Lian, Da Liu (2007), em amostras de secrecao vaginal de portadoras assintomaticas
e mulheres infectadas. SAP2 e SAP4-SAP6 foram 0s principais genes expressos em
ambos os casos. SAP1 e SAP3 foram encontradas em mulheres com quadros de
candidiase vulvovaginal, enquanto SAP7 foi encontrada principalmente em
portadoras. Schaller et al. (1998) e Schaller et al. (1999) detectaram por RT-PCR a
expressao de SAP1-SAP3 e SAP6 em um modelo de infec¢do vaginal baseado em
epitélio humano reconstituido (RHE), mas ndo de SAP4 e SAP5 e também sugeriu
que SAP1-SAP3 sdo necessarias para manter os niveis de dano tecidual neste
modelo.

A expressdo de Sap estd correlacionada com outros determinantes de
viruléncia na patogenicidade de C. albicans. SAP1-SAP3 estdo envolvidos na
promocdo da adesdo a células epiteliais bucais. SAP1-SAP3 e SAP8 sao todos
expressos em um nivel mais alto quando C. albicans sofre mudanca fenotipica a
partir do fen6tipo W/O (HUBE et al., 1997; KHAN et al., 2010). Mutaces em SAP1-
SAP3 resultaram em viruléncia diminuida em ratos modelo (HUBE et al., 1997).
SAP4-SAP6 sédo necessarios para sobrevivéncia e escape de macrofagos, uma vez

gue um mutante triplo SAP4-SAPG6 foi eliminado mais eficientemente apos fagocitose
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(BORG-VON ZEPELIN et al., 1998). SAP6 parece contribuir principalmente ao dano
tecidual do figado e outros 6Orgdos parenquimais (FELK et al.,, 2002). Outras
pesquisas tem indicado expressdo aumentada de genes SAP, especialmente SAP5,
SAP6 e SAP9, em células sésseis comparados as células planctonicas (GREEN et
al., 2004; NAGLIK et al., 2008).

O papel das Saps durante infec¢cdo de RHE foi demonstrado pela reducéao da
extensdo do dano tecidual causado pela linhagem tipo selvagem de C. albicans
SC5314 na presenca de inibidores de proteases asparticas (SCHALLER et al., 1999,
2003). De acordo com Korting et al. (2003), a presenca de transcritos de SAP1-
SAP3 esta relacionada com o aparecimento de lesbes epiteliais. Lermann,
Morschauser (2008) sugeriram que Sapl-Sap6 ndo sdo necessarias para invasao de
RHE por C. albicans. Esse estudo relata que mutantes que perderam todos os
genes SAP1-SAP3 ou SAP4-SAP6 desempenharam a mesma capacidade de invadir
e promover dano ao RHE oral e vaginal como sua linhagem selvagem parental.

Estudos, como esses citados acima, apontaram uma expressao diferencial
dos genes SAP e papéis especificos durante colonizacdo e infeccéo dos tecidos do
hospedeiro, no entanto, existem discrepancias nos resultados obtidos, os quais
podem estar relacionados a diferencas na sensibilidade dos métodos usados em
varios laboratérios, diferencas intrinsecas, mesmo em modelos de infeccdo
aparentemente semelhantes, e variabilidade entre diferentes linhagens de C.
albicans.

A emergéncia desses organismos como patdégenos significantes tem
importantes implicacbes para o diagnostico e gerenciamento, ndo apenas pelo seu
aumento em casos de doengas, mas também porque muitos organismos geralmente
sdo resistentes a terapia antifingica. A ideia de que existe uma relacdo entre a
resisténcia a agentes antifingicos e patogenicidade de Candida spp. foi sugerida
inicialmente por Becker et al. (1995). A prevaléncia aumentada de infeccbes
causadas por Candida spp. e a selecdo de microrganismos resistentes as drogas
existentes cria a necessidade de compreender seus mecanismos patogénicos e
desenvolver novos agentes antifungicos (YANG, 2003; BORATE et al.,, 2011).
Fatores de viruléncia como as isoenzimas Sap podem ser alvos potenciais para o

desenvolvimento de novos agentes antifingicos.
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2.6 Antifungicos e Candida spp.

O tratamento de infec¢cdes fangicas com antifUngicos objetiva reduzir a
intensidade de viruléncia do patdgeno eliminando a infeccdo (HAZEN et al., 2000;
KONTOYIANNIS et al.,, 2001). Apés 10 anos de auséncia (1990-1999), novos
agentes antifungicos foram patenteados. Voriconazol (2000), posaconazol (2005),
ravuconazol (2007) sdo do grupo dos azéis, e caspofungina (2002), anidulafungina
(2004) e micafungina (2006) do grupo das equinocandinas (KRCMERY, KALAVSKY,
2007). Cada agente antifungico utiliza um mecanismo diferente para matar ou inibir o
crescimento de patdgenos fungicos (PFALLER, 2012).

Os polienos foram o primeiro grupo de agentes antifungicos disponiveis para
o tratamento sistémico de infeccbes por leveduras e fungos filamentosos. Eles
promovem a formacg&o de poros na membrana que levam a perda do potencial
transmembrana e afetam a viabilidade das células flngicas. Entre os antifingicos
poliénicos, formulacBes de anfotericina B (convencional, lipossomal e complexo
lipideo) sdo mais comumente usadas (ARAUJO, ESPINEL-INGROFF, 2010). Os
azoOis agem por blogueio da via de biossintese de ergosterol, especificamente as
enzimas 14-a-lanosterol demetilase em leveduras ou 14-a-esterol demetilase em
fungos filamentosos. Estas enzimas do citocromo sdo codificadas pelos genes
ERG11 e CYP51, respectivamente, em leveduras e fungos filamentosos (PEMAN et
al., 2009). As equinocandinas representam uma classe Unica de agentes
antifingicos que agem pelo bloqueio da atividade da 1,3-B-D-glucano sintase (GS),
uma importante enzima para a formacado do componente da parede celular 1,3-B-D-
glucano. Caspofungina foi o primeiro agente a ser liberado para tratamento de
candidemia em pacientes neutropénicos e nao neutropénicos (BENNETT, 2006;
PAPPAS et al., 2009). Flucitosina € um analogo da pirimidina base que age por
inibicdo da sintese de DNA e RNA, mas raramente é utilizada para o tratamento
sistémico de infec¢des fungicas (VERMES et al., 2000). A terbinafina pertence a
classe de alilaminas e inibe a atividade da enzima da esqualeno epoxidase, que
participa na sintese do ergosterol. Tal como flucitosina, terbinafina é normalmente
administrado em combinagdo com outros agentes antifUngicos no tratamento de
infecgdes sistémicas causadas por fungos (SANGLARD et al., 1997).

Na década de 90, os regimes de tratamento convencional para infecgcdes
causadas por Candida spp. envolviam o uso de antifungicos poliénicos, tais como



32

anfotericina B e nistatina, azois, tais como fluconazol e itraconazol. Na década
seguinte, o voriconazol se tornou parte do grupo (WHITE et al., 1997,
GEORGOPAPADAKOU, 2012). Apesar de mais efetiva, a anfotericina B €
nefrotdxica, o que impossibilita seu uso em pacientes com doencgas renais crbnicas.
Entretanto, a anfotericina B ainda € a droga de primeira escolha no tratamento de
candidiase sistémica em criangas, como observado por Pappas et al. (2004).
Atualmente, a caspofungina tem sido usada no tratamento de infec¢Oes por Candida
spp. resistente aos azo6is e por Aspergillus spp. (ALBERT EINSTEIN, 2012. Um
estudo de caso realizado por Lopes et al. (2012) comprovou o sucesso da utilizagao
de caspofungina no tratamento de candidiase invasiva em neonatos. Eles sugerem
gue a caspofungina possa ser uma alternativa de tratamento eficaz com menos
efeitos adversos do que a anfotericina B.

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
(ALBERT EINSTEIN, 2012). Embora os testes de sensibilidade antifingica sejam
frequentemente utilizados para selecionar os antifingicos de escolha na terapéutica,
a funcdo mais importante, atualmente, é a deteccao de resisténcia (PFALLER et al.,
2012).

A capacidade de um microrganismo adaptar-se depende das suas
caracteristicas intrinsecas e varia de acordo com as condi¢cdes de exposicdo, tais
cCOomo a presenca ou auséncia de farmacos que podem estimular a expressao de
seus atributos de viruléncia (GRAYBILL et al.,, 1998). Um microrganismo €
considerado resistente quando é capaz de persistir e desenvolver uma infec¢do no
hospedeiro, mesmo em condicbes de concentracdo maxima da droga no sitio de
infeccdo (PERFECT, COX, 1999). A resisténcia aos antifungicos pode ser intrinseca
(naturalmente presente) ou adquirida (desenvolvida de acordo com influéncias
ambientais, como por exemplo, exposicdo a fatores externos como radiagéo)
(PONTON, QUINDOS, 2006; PFALLER et al., 2012).

A frequéncia de infeccbes fungicas invasivas e a resisténcia a terapia
antifingica tém aumentado apesar da introducdo de novos agentes antifungicos. O
uso excessivo de antifungicos, especialmente fluconazol, como tratamento profilatico
em individuos imunodeprimidos promove a exposi¢cdo de Candida spp. por longos

periodos a baixas concentracdes do antifingico por via sistémica, o que pode levar a
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selecdo de isolados que se adaptaram por possuirem mecanismos de resisténcia ao
farmaco (VAZQUEZ et al., 1993). O aumento da incidéncia de infec¢cdes causadas
por Candida spp. pode ser resultado de situacbes como essa (WINGARD et al.,
1991, 1993). A exposicao repetida ao farmaco pode promover o estabelecimento da
resisténcia in vitro ao fluconazol e acredita-se que esse evento possa ocorrer
também in vivo (BARCHIESI et al., 2000; RUHNKE et al., 2000; SILVA et al., 2011).
Assim, concentragcfes subinibitérias de antifangicos podem promover aumento do
potencial patogénico por estimulo dos fatores de viruléncia, como a producédo e
secrecdo de Sap (JARVIS, 1995; HAZEN et al., 2000; NAVARTHANA et al., 2005). A
reducdo de sensibilidade aos derivados azGis € mais comum entre espécies de
Candida nao-albicans (HAJJEEH et al., 2004).

Uma investigacdo mais detalhada dos mecanismos de patogenicidade de
Candida spp. e a sua relacdo com a resisténcia aos agentes antifingicos tornou-se
indispensavel uma vez que houve um aumento do nimero de isolados resistentes a
esses farmacos (WU et al., 2000). Fatores de viruléncia, como a secrecao de Saps,
estdo atraindo atencdo como alvos potenciais para o desenvolvimento de farmacos
(PERFECT, 1996), pois é possivel que a inibicdo das Saps através do uso de

inibidores seja um alvo terapéutico promissor na criacao de novos farmacos.

2.7 Aspartato protease e os inibidores de proteases

Inibidores de protease sdo enzimas ou peptideos capazes de inibir a atividade
catalitica de enzimas proteoliticas (LINGARAJU, GOWDA, 2008). As moléculas
conhecidas estdo divididas em quatro classes de acordo com sua especificidade:
inibidores de serino, cisteino, aspartico e metaloprotease (MACEDO et al., 2007),
como demonstrado na tabela 1. Diferengas entre estruturas primarias e topologia
s&o observadas entre os inibidores de diferentes familias (CARLINI, GROSSI DE SA
2002). Em geral, a inibicdo da atividade catalitica é alcancada pela interagéo entre o

inibidor e o sitio catalitico enzimatico, fato que os caracteriza como competitivos.
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Tabela 1 — Inibidores de proteases e suas principais caracteristicas.

o MM Tipo, Especificidade e Solubilidade e o
Inibidor ) Referéncias
(g/mol) Mecanismo de acéo Concentracéao
AEBSF- 239.5 (I) Serino proteases; H,O e solugdes aquosas; WALSMANN et al.,
HCI Inibe acilacdo do sitio 0.1-2mM 1972;
. MARKWARDT et al.,
ativo.
1973
Aprotinina 6511.5 (R) Serino proteases; H,O e tampdes aquosos; HEWLETT 1990;
Liga-se ao sitio ativo Cultura: 0.01 — 3 pg/ml, GRAY, TSAI 1994
formando complexos. Outros: 10 — 250 pg/ml
Bestatina- 344.8 (R) Metalopeptidases. MetOH 5 mg/ml; UMEZAWA et al.,
HCI 1-150 mM 1976a; UMEZAWA
et al., 1976b
E-64 357.4 (l) Cisteino proteases; H,O, DMSO, (H,O:EtOH BARRETT et al,
. o . 1:1); 1982; MONTENEZ
Liga-se ao sitio ativo tal. 1994
formando complexos. 1-10uM etal,
EDTA 372.2 (R) Metalopeptidases. H.0; LIZUKA et al., 1993;
1-10 M JANAS et al., 1994
Leupeptina 475.6 (R) Serino e cisteino H,0; UMEZAWA et al.,
proteases. 1-100 uM 1976¢c; BENISTANT
etal., 1994
Pepstatina 685.9 (R) Aspartico proteases; MetOH (1 mg/ml), DMSO; UMEZAWA et al.,
A Modificagdo quimica do 1-10 uM 1976¢; LAMMERS,
e JAMIESON 1988
sitio ativo.
PMSF 174.2 (R) Serino proteases; Isopropanol, EtOH, PROUTY,
LA MetOH (100 — 200 mM); GOLDBERG 1972;
Promove sulfonilacéo do
JAMES 1978

residuo de serina.

0.1-1mM

7

A estrutura tridimensional das Saps € semelhante a de outras proteases
asparticas, por esta razao, elas tém alta afinidade pela Pepstatina A, um inibidor da
classe das proteases asparticas. A Pepstatina A € um inibidor ndo especifico, pois é
capaz de promover inibicdo de todas as isoenzimas, em maior ou menor grau, de
acordo com a constante de inibicdo das mesmas (TSANG, WONG, 1987; DAVIES,
1990; BORELLI et al., 2008; DOSTAL et al., 2009).

As Saps possuem mecanismo catalitico, sitio ativo e estrutura quimica
semelhante as proteases do HIV, o que sugere que os inibidores de proteinase
usados contra a AIDS possam interagir com as proteinases de Candida spp.
Acredita-se que os inibidores sejam capazes de agir sobre as Saps promovendo a

reducdo da adesdo as células epiteliais e atenuacdo das infeccbes mucosas, que
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envolvem Sapl-Sap3 (BORG-VON et al., 1999; BACKMAN et al., 2006). No entanto,
os inibidores de proteinase parecem ndo produzir efeito na prevencao de infecgoes
sistémicas geralmente desenvolvidas na presenca de Sap4-Sap6, sugerindo que
nao exista interacdo dos inibidores com as proteinases em questao (KORTING et al.,
1999).

Estudos mostraram que pacientes tratados com inibidores de protease anti-
HIV tem reducdo na frequéncia de candidiase orofaringeal devido a inibicdo das
proteases de Candida spp., mesmo persistindo a depresséo do sistema imunoldogico.
Backman et al. (2006) avaliou a afinidade de inibidores das proteases do virus HIV
pelas proteinases asparticas de Candida spp. Os resultados mostraram que o
farmaco antiviral ritonavir possui a afinidade mais elevada por Sapl e Sap2, assim
como os compostos derivados dele, entretanto, os antivirais também da classe dos
inibidores de protease, indinavir, amprenavir, lopinavir e nelfinavir apresentam
afinidade significantemente mais baixa, devido a uma menor taxa de associagéo ao

alvo.

2.8 Proteases: Identificacdo e Obtencéo

Em geral, as Saps de Candida spp. possuem ampla especificidade de
substrato, o que torna possivel degradar diversos tipos de proteinas. Entretanto,
estudos mostraram que quando purificadas, as Saps tém especificidade reduzida,
pois sdo capazes de utlizar apenas albumina e fibronectina. A enzima tem alta
preferéncia por peptideos que tenham como aminoéacidos Glicina (Glu) e Leucina
(Leu), no entanto sofre reducdo da atividade enzimatica na presenca de
Phenilalanina (Phe) ou Prolina (Pro) e inativacdo na presenca de Arginina (Arg) ou
Valina (Val) (NA et al., 1997; HAZEN et al., 2000).

A identificagdo das proteinases pode ser feita por interagdo com substratos,
ndo permitindo, no entanto, a diferenciacdo entre as isoformas enziméticas.
Alternativamente, outra forma de efetuar a identificacdo é através da utilizacdo de
anticorpos especificos, policlonais ou preferencialmente monoclonais, desenvolvidos
apOs estudos em modelos experimentais. Durante uma candidiase disseminada,
pacientes secretam anticorpos IgG proteinase especificos a fim de eliminar a

infeccdo. Alguns trabalhos relatam possivel especificidade para algumas isoformas
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de Sap, no entanto, existem alguns epitopos comuns, principalmente entre as
proteinases de um mesmo grupo. Assim, preparacdes direcionadas contra Sap2
podem ser altamente imunorreativas contra Sapl e principalmente Sap3
apresentando, respectivamente, 65% e 90% de imunorreatividade (RAY, PAYNE,
1990; SMOLENSKI et al., 1997; MORRISON et al., 2000).

O padrao de producao de isoenzimas depende da linhagem estudada, do tipo
celular e de fatores ambientais (SMOLENSKY et al., 1997). Algumas modificacbes
nas condi¢cdes de cultivo como, suplementacdo dos meios de cultivo, temperatura e
tempo de incubacdo podem promover expressao diferenciada de proteinases.
Através de condicBes especiais de cultivo € possivel estimular a producdo de
determinadas isoenzimas da familia das proteinases.

Através do emprego da cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) em
fase reversa é possivel separar produtos peptidicos gerados por degradacdo de um
substrato teste e analisar o perfil de clivagem enzimético das isoenzimas dentro da
familia Sap (REMOLD et al., 1968; SMOLENSKY et al., 1997). Um espectrémetro de
massas acoplado ao sistema gera uma imagem, que quando interpretada permite
observar a existéncia ou ndo de especificidade. Enzimas com picos semelhantes
devem possuir também sitios de clivagem semelhantes (REMOLD et al., 1968;
MORRISON et al., 1993; SMOLENSKI et al., 1997).

As Saps podem ser obtidas a partir do sobrenadante de cultura, mas
necessita ser purificada para a remocdo de proteinas contaminantes, como as
manoproteases (MORRISON et al.,, 1993; HUBE, NAGLIK, 2001). Segundo
SMOLENSKY et al. (1997), a maioria dos estudos de purificagdo realizados
atualmente utiliza pelo menos uma etapa de cromatografia por troca ibnica, como
proposto por Remold et al. (1968).

Em geral, a purificacdo € realizada por etapas alternadas de separacao
cromatografica em coluna e filtracdo em membrana, que combinadas fornecem
maior nivel de pureza (MORRISON et al., 1993; NA et al., 1997).

N&o existe metodologia padréo para a purificagdo das Saps, ou seja, em
todos os protocolos disponiveis uma série de etapas é necessaria a realizacao do
processo e todas sdo alvos de alteracbes que podem ser feitas com o objetivo de
melhorar a purificacdo e aumentar a recuperagéo da atividade enzimatica. A escolha
do processo de purificacdo deve levar em conta os planos direcionados a
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proteinase, entre outras palavras, se ha necessidade de recuperacdo da proteinase
ativa.

A andlise de pureza da enzima purificada pode ser feita por varios métodos,
incluindo Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-
PAGE), Imunobloting e em alguns casos, focalizacdo isoelétrica confirmada por
sequenciamento N-terminal (SMOLENSKY et al., 1997).

A obtencdo de Sap purificada em larga escala é possivel apenas através do
uso da tecnologia do DNA recombinante. Estudo recente descreve este tipo de
trabalho para Sap2, Sap4-Sap6, Sap8 e Sap9 (RIPEAU et al., 2002). A partir da
protease purificada diversos estudos podem ser realizados com o objetivo de
compreender melhor os mecanismos que regem sua atividade e possibilitam o

desenvolvimento de novas drogas que possam atuar nas mesmas.

2.9 Estudo das isoenzimas Saps de Candida spp.

A producdo de Sap in vitro deve ser estimulada por condicBes especiais de
cultivo. A atividade enzimatica de Saps nado é detectada em meios de cultivo ricos
em nutrientes porque a expressao dos genes SAP é regulada principalmente por
escassez de nutrientes (MORRISON et al., 1993; SANGLARD et al., 1997; HUBE,
NAGLIK, 2001). Utilizar-se de meios pobres adicionados de proteinas como Unica
fonte de nitrogénio € uma alternativa muito utilizada atualmente para favorecer a
producédo e secrecao das Saps. A albumina bovina é o principal substrato escolhido
para os testes, mas pode ser substituida com sucesso por caseina (MORRISON et
al., 1993; HUBE, NAGLIK, 2001; WHITE, AGABIAN, 1995).

Acredita-se que a secrecdo de aspartato protease durante o cultivo é
estimulada pela presenca de proteinas como unica fonte de nitrogénio (BRAGA-
SILVA et al. 2009). A protease ativa age sobre o substrato protéico promovendo sua
quebra. Assim, durante o cultivo tem-se a secrecado enzimatica, que faz aumentar o
nivel de proteina total, mas ao mesmo tempo tem-se a diminuicdo do nivel de
proteina total oriundo da quebra da albumina (BRAGA-SILVA et al. 2009).

As metodologias utilizadas para a determinacdo da atividade proteolitica a

partir de sobrenadantes de cultura utilizam, quase sempre, dos mesmos recursos.
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Entretanto a determinacdo pode ser feita de forma qualitativa, que demonstra a
atividade ou quantitativa, que avalia seu percentual.

Os ensaios qualitativos geralmente sao realizados em placas contendo meios
de cultura adicionados de albumina bovina. Apés inoculacdo as placas séao
incubadas para promover crescimento das colonias e estimular a producao de Saps.
A presenca de zonas claras (halos) em torno das colonias representa a degradacéo
da albumina e classifica a atividade enzimatica como negativa (sem halo visivel),
positiva ou fortemente positiva, de acordo com tamanho do halo (RAY, PAYNE,
1990; SMOLENSKY et al., 1997; LEE et al., 2009).

A quantificacdo pode ser realizada através de um ensaio que mede
espectrofotometricamente a atividade enzimatica da protease através da
degradacdo do substrato. O ensaio foi descrito pela primeira vez em 1980 e é
utilizado até hoje. Basicamente faz-se a incubacdo do sobrenadante da cultura com
a albumina e apoOs certo tempo, a reagdo é interrompida por adicdo de acido
tricloroacético (CRANDAL, EDWARDS, 1987; MENDES et al., 2007; MORES et al.,
2009). O teor de albumina total (sem digestdo) e remanescente (apds digestao) &
calculado principalmente por medida direta da densidade Otica do sobrenadante
limpido a Azg. O aumento na absorbancia, observado pela diferenca entre as
leituras, reflete a degradacdo proteolitica (NA et al., 1997; SMOLENSKY et al.,
1997). A degradacdo proteolitica também pode ser determinada pela medida da
densidade oOtica a Asso OU A7y com prévia adicdo de reagente de Folin ao
sobrenadante e posterior analise da diferenca entre as leituras (RAY, PAYNE, 1990;
MENDES et al., 2007). Em ambos os casos, um aumento de 0,1 na densidade ¢tica
corresponde a uma unidade de atividade enzimatica (SMOLENSKY et al., 1997;
MENDES et al., 2007).

Os ensaios de determinacao da atividade proteolitica sdo realizados, em sua
maioria, para detectar indiretamente a presenca da proteinase em cultura.
Entretanto, alguns trabalhos realizam esses ensaios usando a protease purificada,
com o objetivo de avaliar a atividade remanescente ap0s a recuperagdo da enzima
(RAY, PAYNE, 1990).



39

2.10 Técnica de Transcricdo Reversa — Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-
PCR) em tempo real

Dentre as metodologias de avaliacdo da expressdo génica, a PCR
Transcricdo Reversa (RT-PCR) em tempo real € uma das mais sensiveis e versateis,
pois esta técnica pode ser usada para determinar a presenca ou auséncia de
transcritos, para estimar o nivel de expressao e para clonar produtos de cDNA sem
a necessidade da construcao e selecao de bibliotecas de cDNA (SAMBROOK, 2001;
ORSEL et al., 2002). A RT-PCR, em teoria, é capaz de detectar a presenca de uma
Gnica copia de uma determinada sequéncia na amostra de RNAm. Na pratica, no
entanto, este nivel de sensibilidade esta fora de alcance principalmente devido a
ineficiéncia da primeira fase da técnica, a conversdo do RNA em cDNA
(SAMBROOK, 2001).

A descoberta de que a familia de genes SAP é diferencialmente expressa em
uma variedade de condicdes ambientais in vitro (HUBE et al.,, 1994; WHITE,
AGABIAN, 1995), levou a proposicdo de que esta expressdo diferencial poderia
ocorrer também in vivo e contribuir para o desenvolvimento de diferentes infeccées
por Candida spp. (NAGLIK et al.,, 2008). Este conceito, junto a capacidade de
Candida spp. de habitar um diverso nimero de nichos no hospedeiro estimulou
estudos subsequentes de investigacdo da expressao dos genes SAP (NAGLIK et al.,
2008). Métodos moleculares tém sido amplamente utilizados para a deteccao e
identificagdo de proteinas codificadas por familias multigénicas, como a familia de
isoenzimas Sap, e entre esses métodos a técnica de RT-PCR vem sendo descrita
em varios estudos, (FELK et al., 2002; KORTING et al., 2003; NAGLIK et al., 2008).
Esses estudos tem sido vitais em demonstrar a expressdo dos genes SAP em
infec¢des causadas por C. albicans, pois além de serem capazes de detecta-los eles
possibilitam analisar os niveis relativos dos genes expressos (NAGLIK et al., 2008).

O procedimento para a realizagdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
foi introduzido por Kerry Mullis em 1983 (MULLIS, 1990), para o qual ele ganhou o
Prémio Nobel em 1993. Em 1996, a empresa “Applied Biosystems” tornou a PCR em
tempo real comercialmente disponivel (HEID et al., 1996) com a introdugcdo do
instrumento 7700. A PCR em tempo real é a coleta continua de sinal fluorescente a
partir de uma ou mais reacdes em cadeia da polimerase ao longo de um intervalo de

ciclos. PCR quantitativa em tempo real € a conversédo dos sinais fluorescentes de



40

cada reacao em um valor numérico para cada amostra (DORAK, 2007). Ao combinar
a reagdo de transcriptase reversa (RT) com a PCR, foi possivel a identificacdo de
um transcrito de RNA especifico a partir de um nuimero de coOpias muito baixo do
material de partida (SAMBROOK, 2001). A RT-PCR é uma ferramenta simples e de
grande utilidade para estudos de expresséo génica, possibilitando verificar ndo sé a
presenca de transcritos como também fornecer dados do nivel de expressao relativa
do gene. A quantificacdo relativa ou comparativa € a ferramenta adequada para
investigar pequenas mudancas nos niveis de expressao do gene (BUSTIN, 2002).

A PCR possibilita a sintese de fragmentos de DNA usando a DNA-
polimerase, que sintetiza sequéncias complementares de DNA a partir de um
iniciador ou primer, que deve se ligar em um ponto determinado da cadeia de DNA
(NOVAIS, ALVES, 2004). A sonda TagMan® é um fragmento de DNA composto por
um fluoréforo (emissor de luz) em uma extremidade e um “quencher” (absorvedor de
luz) na outra, que hibridiza com a sequéncia da fita simples de DNA complementar
alvo para a amplificacdo. A sonda € degradada devido a atividade exonuclease 5’ —
3’ da Tag DNA polimerase e os produtos da reacdo s&do detectados pela
fluorescéncia emitida pelo fluoréforo liberado devido a clivagem dos nucleotideos
(NOVAIS, ALVES, 2004). A emissdo de fluorescéncia aumenta de forma
exponencial e gera um sinal diretamente relacionado a quantidade de produto da
PCR. O resultado da amplificacdo € uma determinada sequéncia de DNA com
bilhdes de copias (MULLIS, 1990).

A especificidade, ampla faixa dindmica e facilidade de uso da reagcdo em
cadeia da polimerase do tipo transcricdo reversa quantitativa (QRT-PCR) em tempo
real tem feito este ser o método de escolha para quantificar RNA (DORAK, 2007).
Entretanto, como qualquer medicdo cientifica, gRT-PCR sofre de problemas
causados por erros (HUGGETT et al., 2005). Consequentemente, a normalizacao
dos dados € um componente indispensavel no processo de analise do gRT-PCR e é
essencial para a correta comparacéo das medidas entre diferentes amostras.

Um método para quantificagdo especifica de RNAm através de PCR
guantitativa foi demonstrado por Wang et al. (1989), usando um RNA sintético,
adicionado a amostra, como padrao interno. A gRT-PCR se tornou o método mais
preciso e sensivel, ja descoberto, para a deteccdo e quantificacdo de &cidos
nucléicos (DORAK, 2007).
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Estudos como os desenvolvidos por Felk et al. (2002), Korting et al. (2003),
Naglik et al. (2008), entre outros, obtiveram resultados satisfatérios e reprodutiveis
no uso da técnica de RT-PCR para avaliacdo da expressao dos genes SAP. No uso
da mesma técnica, trabalhos como o de Nailis et al. (2010) associaram a expressao
dos genes SAP a outros fatores de viruléncia, como a capacidade de formacédo de
biofilmes. A observacédo de trabalhos bem sucedidos como estes, permite supor que
este seja um caminho promissor nos estudos de expressdo dos genes SAP de

Candida spp.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar a expressdao dos genes SAPs, a producédo de isoenzimas Sap e
atividade metabdlica de linhagens hospitalares de Candida albicans e Candida nao-

albicans na presenca e auséncia de concentrac6es subinibitorias de antifiingicos.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a sensibilidade dos isolados de C. albicans e Candida n&o-albicans a
antifingicos convencionalmente usados em esquemas terapéuticos (Fluconazol e
Anfotericina B) e a antifingicos que ainda nédo fazem parte das rotinas hospitalares
(voriconazol e caspofungina);

Analisar o perfil proteico de isolados de Candida spp. cultivados em meio
indutor da producéao de Sap.

Determinar e comparar a atividade proteolitica de Sap dos isolados de
Candida spp. na presenca e auséncia de concentracbes subinibitorias de
antifangicos;

Determinar e comparar a atividade metabdlica de Candida spp. na presenca e
auséncia de concentracdes subinibitorias de antifingicos

Identificar o gene SAP2, avaliar e comparar sua expressdo por PCR em
tempo real, em Candida albicans ATCC 64548 e Candida krusei ATCC 6258

cultivados na presenga e auséncia de concentracdes subinibitérias de antifangicos.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Local de execucdo e Amostras

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Microbiologia e Imunologia
bésica da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). Foram estudadas 27
amostras de Candida spp, sendo cinco padrées “American Type Culture Collection”
(ATCC), C. albicans ATCC 64548, C. parapsilosis ATCC 22019, C. glabrata ATCC
90030, C. tropicalis ATCC 750 e C. krusei ATCC 6258 e 22 isolados de Candida
spp. provenientes de casos de infec¢do hospitalar fungica mantidos na Micoteca do
laboratorio de Microbiologia e Imunologia bésica em Agar Sabouraud Dextrose
(Difco) a 4°C.

4.2 Inducéo a producéao de Sap

Primeiramente, fez-se um pré-cultivo dos isolados selecionados em Agar
Saboraud Dextrose (Difco) por 24 horas a 37°C. Para a producdo de Sap, preparou-
se suspensdes em caldo “Yeast Carbon Base” suplementado com 0,8% (m/v) de
soro albumina bovina (YCB-BSA) diretamente do pré-cultivo com turbidez
correspondente a escala 0,5 de Mcfarland. Procedeu-se a incubagdo das
suspensdes em tubos de vidro com tampa de rosca por 72 horas a 37°C e 100 rpm.
Apos esse tempo transferiu-se 1,0 ml de cada cultura para tubos estéreis tipo
Eppendorf® de 1,5 ml, os quais foram centrifugados por 5 minutos a 13000g e 4°C.
Os sobrenadantes que, supostamente, continham a protease foram transferidos para
Eppendorf’'s™ estéreis e armazenados de 2 a 8°C para posterior utilizacdo. O ensaio
foi realizado com base nos estudos de Pichova et al. (2001) e Braga-Silva et al.

(2009), com algumas modificacgdes.
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4.3 Estudo do perfil proteico de Candida spp. - Pesquisa de aspartato protease
secretada (Sap)

Todas as isoenzimas Sap secretadas para o meio extracelular (Sapl-8)
podem ser obtidas diretamente do sobrenadante de cultura ndo se fazendo
necessario o rompimento das células. Assim, neste trabalho, privilegiou-se a analise
das Saps secretadas. Fez-se uma analise do perfil de degradacao de proteinas dos
isolados de Candida spp. a partir dos sobrenadantes produzidos pelo cultivo em
meio indutor de Sap, YCB-BSA.

4.3.1 Quantificacdo da proteina total

A quantificagdo da proteina total pré e pds-cultivo dos isolados de Candida
spp. foi realizada segundo o método colorimétrico de doseamento proteico de
Bradford (BRADFORD, 1976). Utilizou-se para o ensaio uma placa de microtitulagéo
de 96 pocos composta de poliestireno. Em cada microensaio adicionou-se 150 ul de
agua destilada, 10 pl de amostra (sobrenadante obtido por centrifugacéo da cultura)
e 40 ul do Reagente de Bradford. Ap6s 15 minutos, fez-se a medida da densidade
6ptica produzida a 595 nm no leitor automatico de placas Zenyth®. O teste foi
realizado em triplicata por amostra.

A estimativa da quantidade de proteina total existente foi feita pela aplicacao
do valor médio das absorbancias em uma equacdo matemética fornecida apos

confecgéo da curva de calibracdo para o reagente de Bradford utilizado.

4.3.2 Analise do perfil proteico de Candida spp.

A quantificacdo de proteinas totais do sobrenadante de cultura dos isolados
cultivados em YCB-BSA foi realizada, conforme descrito anteriormente, para a
determinacdo do volume de sobrenadante que corresponderia & massa proteica
fixada para a realizacao da analise eletroforética.

Realizou-se uma eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE segundo o método de Laemmli (1970) usando gel de poliacrilamida 10%. As

amostras foram preparadas pela mistura da solucéo de proteinas (sobrenadante de
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cultura) com tampao de amostra 2X (Tris-HCL 1,5M, SDS 20%, glicerol, [-
mercaptoetanol e azul de bromofenol) propor¢cdo 1:1 e aquecidas por 5 minutos a
100°C. Os géis foram carregados com 0s volumes correspondentes a massa
proteica pré-definida. Um marcador padréo de peso molecular, que possui padréao de
bandas bem definido, composto pelas proteinas padrdes albumina (66 kDa),
anidrase carbdnica (29 kDa) e citocromo c (12,4 kDa) foi analisado juntamente com
as amostras para possibilitar o efeito comparativo. O meio de cultura YCB-BSA néo
inoculado foi utilizado como controle negativo.

A eletroforese foi processada inicialmente a 60 V, manteve-se até que as
amostras percorressem todo o gel de empilhamento, e posteriormente passou a 90
V até o fim da corrida, no qual o gel foi retirado das placas para revelacao.

O gel foi corado com a solucdo corante azul de coomassie 0,25% (0,25%
Coomassie brilhant blue R-250; 45% Metanol; 10% Acido acético; 45% agua
destilada) por cerca de 12 horas. ApoOs esse prazo procedeu-se a descoloracdo por
adicdo de uma mistura de etanol e agua na proporcdo de 1:1. O processo foi
repetido diversas vezes por troca do descorante, até que o fundo do gel estivesse
nitidamente claro e as bandas ficassem bem marcadas em tons de azul.

A andlise dos resultados foi visual, na qual se fez a comparacdo entre as
bandas obtidas a partir das amostras analisadas e o marcador de peso molecular.
Como relatado por White, Agabian (1995), bandas proximas de 43 kDa podem

corresponder a presenca de Sap nao purificada.

4.4 Teste de sensibilidade aos antifungicos

4.4.1 Determinacdo da Concentracdao Inibitoria (ICg € IC1q) dos
antifngicos por difusdo em fita (Etest®)

Estudou-se o perfil de sensibilidade dos 22 isolados clinicos de Candida spp e
das cinco linhagens padrdo de Candida spp. ATCC. Entre elas, Candida parapsilosis
ATCC 22019 e Candida krusei ATCC 6258, funcionaram adicionalmente como
controle do teste, como recomendado pelo “Clinical and Laboratory Standards
Institute” (CLSI).
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Os isolados de Candida spp. foram testados frente a quatro antifingicos, para
0 estabelecimento da Concentracao Inibitoria (IC). O método comercial de difusdo
em fita, “Etest™

proposto no documento M44-A2 (CLSI, 2009), M27A3 (CLSI, 2008) e critérios do
t®”

(AB BIODISK, Solna, Suécia) foi executado e interpretado conforme
fabricante. As fitas de “Etes sdo constituidas de plastico impregnado com
determinado antifungico em gradiente de concentracao continuo e definido. As fitas
utilizadas foram Anfotericina B (AP), Voriconazol (VO) e Caspofungina (CS) todas
com gradiente variando de 0,002 a 32 pg/ml e Fluconazol (FL) com gradiente de
0,016 a 256 pg/ml.

Os isolados de Candida spp. foram previamente cultivados em meio agar
Sabouraud-dextrose por 24 horas a 37°C e, a partir desses cultivos preparou-se
suspensdes em solucao salina estéril com turbidez correspondente a escala 0,5 de
Mcfarland. Cada in6culo foi semeado com o auxilio de um “swab” sobre a superficie
do meio contido em placas de Petri. O meio de cultura utilizado foi agar Mueller
Hinton, suplementado com 0,5 pug/ml de azul de metileno. Apds 15 minutos, as fitas
foram colocadas cuidadosamente sobre a superficie do meio. As placas foram
incubadas por 24-48 horas a 37°C. A interpretacdo do método “Etest®™ e a
determinacdo da IC foi feita apds incubacdo das placas-teste por 48 horas,
estratégia necessaria para avaliar a sensibilidade de isolados apresentaram
crescimento inicial lento.

A IC de cada antifungico foi estabelecida no ponto de interseccéo da elipse de
inibicdo do crescimento com a fita inerte impregnada de antifingico, sendo que para
a anfotericina B a determinacao da IC foi feita onde houve 100% de inibicdo, e para
0s azobis e a caspofungina considerou-se 80% de inibicdo (FIGURA 4), segundo

critérios do fabricante.
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Figura 4. Esquema de representacéo do teste de sensibilidade por difusdo em fita
“Etest™ e determinagdo da IC de isolados com 100% de inibicdo em A e 80% em B.

As setas indicam o ponto de intersecc¢do que corresponde a IC.
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N&o foram estabelecidos pontos de corte para Anfotericina B, mas de acordo
com o texto do documento M27-A3 (CLSI 2008), isolados de Candida spp. com MIC
< 1 pg/ml podem ser considerados suscetiveis. Os perfis de sensibilidade x
resisténcia aos antifungicos analisados foram interpretados conforme proposto no
documento M27 A3 (CLSI, 2008) (TABELA 2). Os isolados foram classificados como
sensiveis (S), sensiveis dose dependente (SDD), resistentes (R) e ndo sensiveis

(NS) de acordo com o valor de MIC apresentado.

Tabela 2 - Concentracdes inibitérias (IC) estabelecidas para interpretacdo do perfil
de sensibilidade de Candida spp. frente aos antifingicos testados, segundo
documento M27A3 (CLSI, 2008).

Drogas MIC (ug/ml)
Antifungicas
S SDD R NS

(g/ml)
Fluconazol <8 16-32 =64 -
Voriconazol <1 2 24 -
Anfotericina B <1 - =22 -
Caspofungina <2 - - > 2

(S) Sensivel; (SDD) Sensivel dose dependente; (R) Resistente; (NS) N&o sensivel.

4.5 Determinacao da atividade proteolitica de Sap

Determinou-se qualitativa e quantitativamente a atividade proteolitica de Sap

dos 27 isolados de Candida spp.

4.5.1 Avaliacdo gualitativa da atividade proteolitica de Sap

O ensaio foi realizado como descrito pela primeira vez por Staib (1965), que
consiste na determinacdo da atividade proteolitica de Candida spp. através da
utilizacdo do meio agar proteinase composto por YCB 1,17%, Agar-agar 1,8%,

Protovit® 0,25% e soro albumina bovina (BSA) 0,2% como Unica fonte de substrato.
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Os isolados de Candida spp. foram previamente cultivados em agar
Sabouraud-dextrose por 24 horas a 37°C e, a partir desses repiques preparou-se
suspensdes em solucao salina estéril com turbidez correspondente a escala 0,5 de
Mcfarland. De cada indculo foi dispensado 20 ul de forma pontual sobre a superficie
do agar proteinase contido em placas de Petri. Apés cerca de 10 minutos, tempo
necessario a absorcdo do indculo pelo meio de cultura, as placas foram incubadas
por 96 horas a 37°C em estufa imida. Adicionalmente, fez-se a analise da influéncia
dos antifungicos sobre a atividade proteolitica dos isolados padrdes de Candida spp.
pela adicdo de solucdes de antifingicos nas concentracfes correspondentes a ¥z e
Y, da ICgp de fluconazol e IC;4p de anfotericina B ao meio agar proteinase fundido, de
tal forma que sua concentracdo final no meio fosse compativel com as doses
propostas para o teste. A atividade proteolitica dos isolados foi avaliada pela
observacdo de zonas claras (halos de degradagéo) em torno de cada colonia. Os
halos produzidos representam a degradacdo do substrato BSA pela agédo de
enzimas proteoliticas, especialmente a aspartato protease, que tem sua atividade
potencializada nessa condicdo. A existéncia de halo em torno da coldnia classifica o
isolado como um possuidor de enzimas proteoliticas ativas e a medida da razédo
entre o diametro total do halo formado e o didametro da colénia (Rhaio/colsnia) relaciona
o teor de atividade. A intensidade de atividade foi estipulada a partir da Rpajoscosnia-
Sinais foram atribuidos a Rhaocoionia COM base no proposto por Hamal et al. (2004),
assim isolados com Rpaocoienia = 1,0 sdo nado proteoliticos (-), Rnaocona < 1,1
fracamente proteoliticos (+), 1,1 < Rpalorcoisnia < 1,3 moderadamente proteoliticos (++)

€ Rhalo/coinia > 1,3 altamente proteoliticos (+++).

4.5.2 Avaliagcdo quantitativa da atividade proteolitica de Sap

Muitos grupos de pesquisa trabalham com ensaios de determinacdo da
atividade proteolitica, entretanto, a maioria deles realiza este ensaio conforme
proposto por MCDONALD, ODDS (1980), no qual se faz a medida indireta da
atividade pela analise do teor de degradacdo de um substrato, que geralmente é a
albumina. Baseado no método de Doumas et al. (1971) empregado na
determinacdo da concentracdo de albumina em soro humano, que tem como

principio a reacdo entre albumina e o reativo Verde Bromocresol, propés-se um
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método de determinacéo indireta da atividade proteolitica das aspartato proteases.
Este método € vantajoso no que diz respeito a rapidez, agilidade e andlise
espectrofotométrica (A = 630 nm, regiao visivel). A atividade proteolitica dos isolados
foi estimada pelo nivel de degradacao de substrato (soroalbumina bovina) calculado
pela diferenca entre a concentracdo de albumina pré e pos-cultivo. Considerou-se
também a degradagcdo natural através da analise de um controle (meio n&o
inoculado).

Os isolados de Candida spp. foram cultivados na presenca e na auséncia de
fluconazol e anfotericina B para avaliar o efeito dos antifungicos sobre a atividade
proteolitica de Sap. Primeiramente fez-se um cultivo meio agar proteinase por 48
horas a 37°C, etapa necessaria para limitar a disponibilidade de nutrientes e
favorecer a producao de Sap. A partir desse cultivo, fez-se suspensdes com turbidez
correspondente a escala 0,5 de Mcfarland no caldo de cultivo YCB-BSA contido em
tubos com tampa de rosca. Propds-se analisar a influéncia dos antifingicos nas
concentracdes ¥z e ¥ da ICgp no caso do fluconazol e IC1p0 N0 caso da anfotericina B
para cada isolado. Solu¢des dos antifungicos foram incorporadas ao meio inoculado
de forma que sua concentracéo final fosse compativel com as doses propostas para
o teste.

Para determinar a concentracéao inicial de albumina, retirou-se 1,0 ml de cada

cultura e esse volume foi transferido para Eppendorf®

s estéreis. Apos centrifugacao,
fez-se a reacdo de 5 pl do sobrenadante de cultura de cada isolado com 1 ml do
corante Verde de Bromocresol. Ele age por complexacdo com a albumina formando
um complexo colorido, que apos 15 minutos, é quantificado por medicao
espectrofotométrica a 630 nm.

Incubou-se as culturas por 72 horas a 37°C e 100 rpm. Passado esse tempo,
analisou-se os sobrenadantes de cultura pos-centrifugacdo e a concentracdo de
albumina remanescente pos-cultivo foi determinada pela reacdo com o corante
Verde de Bromocresol. A analise inicial foi feita para, posteriormente, estimar o teor
de albumina degradada por agao das proteases, que foi obtido por diferenca entre
as duas determinacdes. O percentual de degradacdo do substrato BSA dos 27
isolados estudados foi obtido por método comparativo, no qual o isolado que
apresentou maior concentracdo de albumina degradada recebeu o percentual

méaximo (100%) e os demais receberam percentuais menores e comparaveis.



50

A partir do percentual de degradacao definiu-se o percentual de atividade
proteolitica, em que o maior percentual de atividade foi estabelecido para os
isolados que apresentaram maior teor de albumina degradada. Fez-se a proposi¢cao
de trés faixas de percentual, as quais se atribuiu sinais de positividade que
representassem a intensidade de atividade: percentuais menores que 20%
compreendem isolados fracamente proteoliticos (+), isolados com percentuais de 20-
50% foram considerados moderadamente proteoliticos (++) e para percentuais
acima de 50% considerou-se isolados altamente proteoliticos (+++). Analisou-se a
intensidade de atividade proteolitica produzida pelos isolados na presenca e na
auséncia dos antifungicos e efetuou-se a comparacao dos resultados por espécie de

forma a avaliar sua capacidade proteolitica nas diferentes condi¢des de cultivo.

4.6 Avaliacdo da atividade metabdlica de Candida spp. na presenca e auséncia

de fluconazol e anfotericina B

4.6.1 Ensaio de reducao do XTT

O ensaio de redugcdo do XTT  (2-metoxi-4nitro-5-sulfofenil)-5-
(fenilaminocarbonil-tetrazolium) proposto por Kuhn et al. (2002) e Ramage et al.
(2001) permite avaliar a atividade metabdlica de biofilmes formados por leveduras.
Prop0s-se, entdo, um ensaio de reducdo do XTT para avaliar a presenca de células
planctdnicas metabolicamente ativas nos isolados de Candida spp. e,
posteriormente fazer a comparacdo do percentual de atividade metabdlica dos
isolados de Candida spp. cultivados em meio de inducdo a producdo de Sap na
presenca e auséncia dos antifingicos fluconazol e anfotericina B.

A solucao reagente foi produzida pela mistura de uma solugcdo de XTT 1
mg/ml a uma solucdo de Menadiona (2-Metilnaftaleno-1,4-diona) 0,4 mM na
proporcao de 5:1. A solugcédo de XTT foi preparada em solugcdo tampao PBS e a de
Menadiona em Acetona PA, ambas esterilizadas por filtracdo em membrana de 0,22
pm.

As culturas de Candida spp. cultivadas na auséncia e na presenca de

antifangicos foram homogeneizadas suavemente, e delas transferiu-se 200 ul para
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Eppendorf's™ estéreis. Em seguida, adicionou-se 200 pl da mistura XTT-Menadiona
e incubou-se a mistura de reacédo por 2 horas a 37°C e ao abrigo da luz. O ensaio foi
feito em duplicata. Passado o tempo de incubacdo, o XTT inicialmente amarelo
citrino foi reduzido a um derivado formazan alaranjado. A mistura de reacao foi
centrifugada para promover a sedimentacdo celular e 200 pl do sobrenadante foi
transferido para uma microplaca de poliestireno de 96 pocos (Biosystems). Mediu-se
a absorbancia da cor produzida a 490 nm no leitor automatico de microplacas. A
intensidade da cor produzida € diretamente relacionada a atividade metabdlica das
células, pois quanto maior a absorbancia maior a atividade.

Foi feita a andlise percentual da atividade metabdlica dos isolados. Atribuiu-se
o valor 100 % para a amostra correspondente ao maior valor de absorbancia, a qual
foi estabelecida como referéncia de atividade maxima. Todas as amostras restantes
tiveram sua atividade metabdlica calculada em relacdo ao isolado com atividade
metabdlica considerada méaxima. Sinais de positividade foram atribuidos as faixas de
percentual da seguinte maneira: percentuais menores que 20% compreendem
isolados com baixa atividade metabdlica (+), isolados com percentuais de 20-50%
com atividade metabdlica moderada (++) e para percentuais acima de 50%
considerou-se isolados com atividade metabdlica alta (+++). Analisou-se, entédo, a
intensidade de atividade metabdlica produzida pelos isolados e fez-se a comparacao
entre os isolados de Candida spp.

O efeito dos antifungicos, em concentra¢des subinibitérias, sobre a atividade
metabdlica foi analisado por comparacdo, na qual se avaliou o aumento ou a

diminuicdo do percentual de atividade.

4.7 Relagao entre os resultados obtidos pelos métodos usados na
determinacgéo da atividade proteolitica de Candida spp.

Fez-se a comparacdo dos resultados dos testes de atividade proteolitica dos
isolados de Candida spp. obtidos por metodologia qualitativa e quantitativa com o

objetivo de se estabelecer a correlacdo entre os métodos.
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4.8 Relacgao entre atividade proteolitica e atividade metabdlica de Candida spp.

Avaliou-se, de forma combinada, os resultados dos testes de atividade
proteolitica e metabdlica de Candida spp. de maneira que fosse possivel avaliar a

relacdo entre os testes.

4.9 Avaliacdo da expressdo de SAP2 nos isolados padrdes de Candida spp.

A expressdo do gene SAP2 foi avaliada nos isolados padrdes de Candida
albicans ATCC 64548 e Candida krusei ATCC 6258 cultivados na auséncia e na

presenca de concentracdes subinibitdrias de fluconazol e anfotericina B.

4.9.1 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Suspensfes celulares dos padrbes foram preparadas em tampdo PBS 1X
(NAHPO, 0,144%; KH,PO, 0,024%; NaCl 0,8%; KCI 0,02%), em concentracao
aproximada de 1x10’ células/ml, para efeito de padronizacdo do inéculo utilizado.
Elas foram incubadas por uma hora com 30 pl de enzima de lise de Trichoderma
harzianum (Sigma-Aldrich) para promover a formacéo de poros na parede celular e
facilitar o rompimento da célula. O RNA total foi extraido através do InviTrap® Spin
Cell RNA Mini Kit (Invitec). A seguir, as amostras de RNA foram reversamente
transcritas para cDNA. A uma quantidade de 11 pl do RNA foi adicionado 1 uL de
uma mistura contendo os quatro “dNTP’s” na concentragdo de 10 mM (Invitrogen),
1ul de “random primers” (primers aleatorios) (Invitrogen). As reacdes foram levadas
ao termociclador Gene Amp® PCR System 9700 (Applied Biosystem) por 5 minutos a
65°C para promover a dissociacdo das estruturas secundarias. Apos, os tubos
contendo a mistura de reacgéo foram retirados e colocados no banho de gelo por 20
segundos para evitar anelamentos inadequados. Em seguida, 2 yl DTT (Invitrogen) e
4 ul de tampéao (Tris-HCI 250 mM, pH 8,3; KCI 375 mM; MgCI2 15 mM) (Invitrogen)
foram adicionados aos demais componentes como cofatores da reacédo e os tubos
foram colocadas novamente no termociclador. Apés 20 segundos a 37°C,

temperatura necessaria para promover o anelamento dos “‘random primers”,
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adicionou-se 1 ul da enzima M-MLV RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase) (Invitrogen), que é a responsavel pela transcricdo reversa e
consequente sintese do cDNA, a partir do RNA inicial. Apés 50 minutos a 37°C, um
ciclo de 95°C por 5 minutos promove a inativagcdo da enzima e a remocao dos
primers. Ao final da reagédo, os tubos contendo as amostras foram retirados do
termociclador e armazenados a -20°C para posterior utilizagdo em PCR quantitativo

em tempo real.

4.9.2 PCR gquantitativo em tempo real

Para PCR em tempo real foram utilizadas sondas de hidrélise duplamente
marcadas do tipo TagMan, que possuem o fluoréforo 6-FAM na extremidade 5 e o
“quencher” lowa Black® FQ na 3'. A sequéncia do primer utilizado foi: SAP2 Foward:
5TCCTGATGTTAATGTTGATTGTCAAGZ, SAP2 Reverse:
5TGGATCATATGTCCCCTTTTGTT3  (NAGLIK et al, 2008) e sonda
5CACTTATAGTGATCAAACTGCAGATTTCT. Para cada amostra analisada
adicionou-se 3uL de cDNA ao volume composto por 10 pL de TagMan® Universal
PCR Master Mix 2X (Invitrogen) e 1uL da mistura que contém os iniciadores forward
e reverse (18 pyM) e a sonda TagMan (5uM) das amostras. Controles negativos
foram adicionados ao conjunto de reagdes. As reacdes foram realizadas em um ABI
7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems), em um volume final de 20uL por
reacdo. As amplificacdes se iniciaram por um ciclo de 50°C por 2 minutos para
remover qualquer ligacdo inadequada e evitar contaminagéo cruzada. Em seguida,
um ciclo se desenvolveu a 95°C por 10 minutos, para promover a desnaturacao das
cadeias de cDNA e a ativacdo da Taq polimerase. Na etapa final 40 ciclos foram

realizados, sendo cada um de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.

4.9.3 Interpretacao dos resultados

Para interpretacdo dos resultados, a “baseline” (nivel de background
fluorescente) e o “Threshold” (limiar) para a fluorescéncia FAM foram programados
manualmente. Fez-se a analise das curvas de amplificacdo génica e dos valores de

Cr (ciclo no qual o valor limiar de fluorescéncia foi alcangado), como ilustrado na
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Figura 5. A determinacao do Ct permitiu detectar a presenca do DNA alvo e validar a
amplificacdo. Resultados com Cy indeterminado foram considerados validos e
relatados como negativos para a presenca do DNA alvo. Resultados com Ct < 35
foram relatados como positivos para a presenca do DNA alvo. Quanto maior for o
valor do Cy, menor € o numero de copias do gene amplificado. Fez-se a
comparacdo, em valor absoluto, dos Cy obtidos nas diferentes condicdes de

exposicao dos isolados.
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Figura 5. Curva de amplificagdo do PCR em Tempo Real. C+ - Cycle Threshold. A
amplificacdo mostra trés fases distintas: (1) linha basal - ndo ha produto suficiente
para que a fluorescéncia seja detectada; (2) fase log - a quantidade de produtos
dobra a cada ciclo e (3) fase platdé - ndo ha mais aumento no nimero de produtos
(NOVAIS, ALVES, 2004).

4.10 Anélise Estatistica

Os resultados dos ensaios deste trabalho foram analisados através do teste

nao paramétrico Kruscal-Wallis, ao nivel de 5% de significAncia, uma vez que 0s

dados obtidos ndo obedecem as pressuposi¢coes da ANAVA.



55

5 RESULTADOS

5.1 Estudo do perfil proteico de Candida spp. - Pesquisa de aspartato protease

secretada (Sap)

O perfil proteico dos isolados de Candida spp. esta representado no gel obtido
por eletroforese SDS-PAGE (FIGURA 6). A analise do gel permitiu identificar, em
todas as amostras, a presenca de uma banda fortemente marcada, compativel com
0 peso de 66 kDa do marcador, que corresponde a albumina. Essa banda deve
corresponder a albumina ndo degradada presente no meio de cultura. O perfil
gerado pelos isolados apresentou uma banda mais clara e mais estreita em torno de
43 kDa, como anteriormente observado por White, Agabian, 1995, que caracterizou
tal banda como possivel presenca de Sap entre outros produtos gerados no cultivo.
O perfil proteico foi semelhante em todos os isolados. A visualizacdo da banda
permitiu sugerir a presenca de Sap entre produtos oriundos da degradacdo de

albumina e outros constituintes do meio de cultura utilizado.

BSA ATCC 64548 = ATCC750 @ ATCC 6258 @ ATCCS0030 ATCC 22019

Figura 6. Perfil de degradacédo proteica dos isolados padroes de Candida spp.
obtido por eletroforese SDS-PAGE. Banda aproximada de 43 kDa € sugestiva da
presenca de Sap. C. albicans ATCC 64548, C. tropicalis ATCC 750, C. krusei ATCC
6258, C. glabrata ATCC 90030, C. parapsilosis ATCC 22019.
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5.2 Avaliacdo da sensibilidade de Candida spp. aos antifungicos

A Figura 7 ilustra o crescimento do isolado de C. tropicalis ATCC 750, apés

48 horas de incubacéo, perante os quatro antifungicos testados.

Figura 7. Avaliacdo da sensibilidade de C. tropicalis ATCC 750 aos antifiungicos por
difusdo em fita - “Etest®. 1 - Anfotericina B; 2 - Fluconazol; 3 - Voriconazol; 4 -

Caspofungina.

Os valores de ICgy e IC1gp para os 27 isolados de Candida spp. estéo listados
na Tabela 3. Baseado nesses valores foi possivel classifica-los quanto a
sensibilidade e/ou resisténcia aos antifingicos. C. glabrata ATCC 90030 e Candida
complexo “psilosis” 210 foram classificadas como sensivel dose dependente e C.

krusei ATCC 6258, como resistente.



57

Tabela 3. Concentragdo Inibitoria (ICg € 1Ci00) do crescimento de Candida spp.

determinada por teste de difusdo em fita “Etest®™ e classificacdo dos isolados quanto

a sensibilidade aos antifungicos testados.

FL VO AP CSs
Caédigo Espécie Origem
IC IC IC IC

ATCC C. albicans Pele 3,000 S 0,016 S 0,094 S 0,016 S
64548 humana

31 C. albicans PC 1,000 S 0,008 S 0,125 S 0,012 S
120 C. albicans Hemo 1,500 S 0,032 S 0,094 S 0,023 S
121 C. albicans PC 1,500 S 0,012 S 0,064 S 0,032 S
220 C. albicans PC 0,500 S 0,008 S 0,064 S 0,032 S
221-V C. albicans PC 0,064 S < 0,002 S 0,047 S 0,023 S
257 C. albicans PC 0,380 S 0,008 S 0,125 S 0,012 S
289 C. albicans PC 0,500 S 0,032 S 0,047 S 0,016 S
ATCC C. glabrata Sangue 32,000 SSD 0,380 S 0,125 S 0,064 S
90030

100 C. guilliermondii Hemo 0,750 S 0,008 S 0,190 S 0,008 S
ATCC C. krusei Bronco 64,000 R 0,025 S 1,000 S 0,064 S
6258

28 C. krusei Hemo 0,380 S 0,125 S 0,125 S 0,008 S
219 C. lusitaniae Hemo 6,000 S 0,003 S 0,125 S 0,002 S
286 C. lusitaniae PC 4,000 S <0,002 S 0,094 S <0,002 S
288 C. lusitaniae PC 0,250 S 0,032 S 0,094 S 0,125 S
295 C. lusitaniae Hemo 0,500 S 0,047 S 0,094 S 0,064 S
389 C. lusitaniae PC 0,190 S 0,190 S 0,125 S 0,190 S
ATCC C. parapsilosis “Sprue” 6,000 S 0,032 S 0,250 S 0,250 S
22019

210 C. parapsilosis Hemo 12,000 SSD 0,002 S 0,190 S 0,006 S
221-R C. parapsilosis PC 0,094 S 0,002 S 0,094 S 0,002 S
280 C. parapsilosis Hemo 6,000 S <0,002 S 0,064 S <0002 S
315 C. parapsilosis Hemo 0,380 S 0,016 S 0,125 S 0,094 S
392 C. parapsilosis PC 4,000 S 0,008 S 0,500 S <0002 S
ATCC C. tropicalis Bronco 1,500 S 0,064 S 0,380 S 0,016 S
750

124 C. tropicalis PC 2,000 S 0,032 S 0,094 S 0,032 S
397 C. tropicalis PC 8,000 S 0,047 S 0,500 S 0,023 S
398 C. tropicalis Hemo 1,000 S 0,047 S 0,125 S 0,012 S

Hemo: hemocultura; PC: Ponta de cateter; Bronco: Broncomicose; Sprue: Doenca intestinal; FL: Fluconazol; VO:
Voriconazol; AP: Anfotericina B; CS: Caspofungina; IC: Concentracdo Inibitéria (ug/ml); C: Classificacdo
quanto a sensibilidade; S: Sensivel; SDD: Sensivel dose dependente; R: Resistente; Isolados
identificados como C. parapsilosis pertencem ao complexo “psilosis”.

agrupados de acordo com a espécie.

A Tabela 4 relaciona o perfil de sensibilidade dos isolados de Candida spp.
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Tabela 4. Perfil de sensibilidade dos isolados de Candida spp. frente aos

antifangicos testados.

Espécies (n° de Agente antifungico / Sensibilidade
isolados) Fluconazol Voriconazol Anfotericina B Caspofungina
ns % ns % ns % ns %

C. albicans (n = 8) 8 100 8 100 8 100 8 100
C. glabrata (n = 1) 0 0 1 100 1 100 1 100
C. guilliermondii (n = 1) 1 100 1 100 1 100 1 100
C. krusei (n=2) 1 50 2 100 2 100 2 100
C. lusitaniae (n = 5) 5 100 5 100 5 100 5 100
C. parapsilosis (n = 6) 5 83,33 6 100 6 100 6 100
C. tropicalis (n = 4) 4 100 4 100 4 100 4 100

ns: nimero de isolados sensiveis; %: percentual de isolados sensiveis. Isolados identificados como C.
parapsilosis pertencem ao complexo “psilosis”.

De maneira geral, as amostras apresentaram-se sensiveis aos antifingicos
testados, sendo que 100% foram sensiveis ao voriconazol, a anfotericina B e a
caspofungina e 89,9% ao fluconazol. Trés isolados (11,1%) ndo se apresentaram
sensiveis ao fluconazol, dentre eles, dois (7,4%) sao padrées ATCC e apenas um
(3,7%) € um isolado clinico. C. krusei ATCC 6258 apresentou resisténcia e C.
glabrata ATCC 90030 e Candida complexo “psilosis” 210 apresentaram sensibilidade

dependente da dose, como pode ser observado na Tabela 4.

5.3 Determinacédo da atividade proteolitica de Sap

5.3.1 Avaliacao qualitativa da atividade proteolitica de Sap

Os halos produzidos devido a degradagcdo do substrato BSA pela acdo de
enzimas proteoliticas foram medidos e a Rpao/coinia fOi calculada. A intensidade de
atividade foi obtida por atribuicdo de sinais de positividade aos valores da Rhajo/cosnia-
A Figura 8 mostra a diferenca no crescimento de isolados proteoliticos e néo-

proteoliticos em meio agar proteinase.
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Figura 8. Diferenciacéo entre a presenca (A) e auséncia de halo (B) de degradacéao
no agar proteinase. C. albicans ATCC 64548 (proteolitico) e C. glabrata ATCC
90030 (ndo-proteolitico).

A Tabela 7 relaciona a Rnaiorcoionia € @ intensidade de atividade dos isolados de
Candida spp. 77,7% dos isolados apresentaram atividade e Candida complexo
“psilosis” 210 foi o isolado que apresentou a maior Rhao/colonia- TOAOS 0S isolados de
C. parapsilosis e C. lusitaniae apresentaram atividade, que variou de moderada a
alta. A auséncia de atividade proteolitica foi observada principalmente em isolados
de C. tropicalis, ja que apenas um deles (25%) apresentou atividade.

Tabela 5. Intensidade de atividade proteolitica dos isolados de Candida spp. de

acordo com a medida da Rhaio/colsnia- (continua)
Cdédigo Espécie Rhalo/colsnia Intensidade de Atividade
ATCC 64548 C. albicans 1.3 ++
31 C. albicans 1.3 ++
120 C. albicans 1.4 +++
121 C. albicans 1.4 +++
220 C. albicans 1.1 +
221V C. albicans 1.3 ++
257 C. albicans 1.0 -
289 C. albicans 1.3 ++
ATCC 90030 C. glabrata 1.0 -
100 C. guilliermondii 14 +++
ATCC 6258 C. krusei 1.0 -
28 C. krusei 1.2 ++
219 C. lusitaniae 1.4 +++
286 C. lusitaniae 1.4 +++
288 C. lusitaniae 1.1 +
295 C. lusitaniae 1.1 +
389 C. lusitaniae 1.3 ++
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(concluséo)

Caddigo Espécie Rhalo/colsnia Intensidade de Atividade
ATCC 22019 C. parapsilosis 1.4 +++
210 C. parapsilosis 15 +++
221R C. parapsilosis 1.2 ++
280 C. parapsilosis 1.2 ++
315 C. parapsilosis 1.2 ++
392 C. parapsilosis 1.3 ++
ATCC 750 C. tropicalis 1.0 -
124 C. tropicalis 1.0 -
397 C. tropicalis 1.1 +
398 C. tropicalis 1.0 -

Rhaloicotonia = 1,0 n@o proteoliticos (), Rnaorcoonia < 1,1 fracamente proteoliticos (+), 1,1 < Rhnaio/coonia < 1,3
moderadamente proteoliticos (++) € Rnaloicolonia > 1,3 altamente proteoliticos (+++); Isolados identificados como C.

parapsilosis pertencem ao complexo “psilosis”.

Dentre os isolados de C. albicans, um deles (12%) se apresentou nhao
proteolitico (-), um (13%) fracamente proteolitico (+), dois (25%) altamente
proteoliticos (+++), e os demais (50%), moderadamente proteoliticos (++). J& entre
os isolados de C. nao-albicans, cinco (26%) apresentaram-se altamente proteoliticos
(+++), nove (32%) moderadamente proteoliticos (+), trés (16%) fracamente

proteoliticos e cinco (26%) nao apresentaram atividade (-) (figura 9).

Intensidade de atividade de
Candida albicans

Intensidade de atividade de
Candida ndo-albicans

altamente ndo
proteoliticos proteoliticos
26%

ndo

altamente proteoliticos

proteoliticos 12%
25%

fracamente
proteoliticos

13% fracamente

proteoliticos
16%

moderamente
proteoliticos

Figura 9. Classificagéo dos isolados de Candida albicans e Candida ndo-albicans de
acordo com a intensidade de atividade proteolitica que apresentaram na avaliacdo

qualitativa.

A adicdo de fluconazol ao meio agar proteinase nao produziu efeito
significativo sobre a atividade proteolitica dos isolados padrées (p > 0,05), mesmo de
C. parapsilosis, que apresentou um pequeno aumento de 1,14 vezes em valor

absoluto na razao entre o diametro do halo e da colénia (Rhaioscosnia).- A anfotericina B
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promoveu em C. albicans ATCC 64548 reducdo de 1,08 vezes a Rhnaoscoisnias
entretanto, esta ndo € significativa (p > 0,05). As pequenas alteracées na Rhpao/colsnia
dos isolados ndo alteraram a classificacdo dos mesmos quanto a intensidade de
atividade. Em C. tropicalis ATCC 750 e C. parapsilosis ATCC 22019 a razéo se
manteve inalterada independente da concentragdo de anfotericina B. Os isolados de
C. krusei ATCC 6258 e C. glabrata ATCC 90030, que apresentaram crescimento
reduzido na auséncia de antifungico tiveram seu crescimento inibido na presenca de
anfotericina B (TABELA 6).

Tabela 6. Andlise qualitativa da intensidade de atividade proteolitica dos padrdes de
Candida spp. na auséncia e na presenca de concentracBes subinibitérias de

antifangicos.

Codigo Espécie Fluconazol Anfotericina B
S/ant. %IC Y4 1C % 1C % IC

Rpe  Int. R Int. R Int. Rpc Int. Rpc Int.

ATCC 64548 C. albicans 1.3 ++ 1.3 ++ 1.3 ++ 1.2 ++ 1.2 ++
ATCC 90030 C. glabrata 1.0 - 1.0 - 1.0 - s/c 0 s/c 0
ATCC 6258 C. krusei 1.0 - 1.0 - 1.0 - slc 0 slc 0

ATCC 22019 C. parapsilosis 1.4  +++ 1.4 +++ 1.6 +++ 1.4 +++ 1.4 +++
ATCC 750 C. tropicalis 1.0 - 1.0 - 1.0 - 1.0 - 1.0 -

S/ant.: Sem antifingico; %2 IC: Metade da Concentracdo Inibitdria; Rie: R haloicolonia; INt.: Intensidade de atividade; -
Rhalorcolonia = 1,0 ndo proteolitico (-); Rnaorcolonia < 1,1 fracamente proteoliticos (+), 1,1 < Rhaiorcolonia < 1,3
moderadamente proteolitico (++); Rnalo/coionia > 1,3 altamente proteolitico (+++); s/c: Ndo houve crescimento; 0:
Auséncia de resultado; Isolados identificados como C. parapsilosis pertencem ao complexo “psilosis”.

5.3.2 Avaliacdo quantitativa da atividade proteolitica de Sap

A Tabela 7 relaciona os percentuais de degradacédo de BSA dos isolados e a
intensidade de atividade proteolitica correspondente a esses percentuais para cada
isolado. Candida complexo “psilosis” 210 foi o isolado que apresentou o0 maior
percentual de degradacdo de substrato (100%) e C. albicans 257 foi o que
apresentou o menor percentual (2,44%). Todos os isolados padroes ATCC de
Candida spp. apresentaram-se moderadamente proteoliticos (percentual de

degradacéo de substrato entre 20 e 50%).
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Tabela 7. Classificagcdo da intensidade de atividade proteolitica dos isolados de

Candida spp. de acordo com o percentual de degradacéo do substrato BSA.

Caédigo Espécie Degradacado de BSA (%) Intensidade de Atividade
ATCC 64548 C. albicans 45.61 ++
31 C. albicans 53,66 +++
120 C. albicans 24,39 ++
121 C. albicans 21,95 ++
220 C. albicans 17,07 +
221V C. albicans 4,88 +
257 C. albicans 2,44 +
289 C. albicans 7,32 +
ATCC 90030 C. glabrata 27.80 ++
100 C. guilliermondii 4,88 +
ATCC 6258 C. krusei 40.92 ++
28 C. krusei 87,80 +++
219 C. lusitaniae 24,39 ++
286 C. lusitaniae 7,32 +
288 C. lusitaniae 70,73 o+
295 C. lusitaniae 48,78 ++
389 C. lusitaniae 46,34 ++
ATCC 22019 C. parapsilosis 31.19 ++
210 C. parapsilosis 100,00 +++
221R C. parapsilosis 78,05 +++
280 C. parapsilosis 36,59 ++
315 C. parapsilosis 7,32 +
392 C. parapsilosis 29,27 ++
ATCC 750 C. tropicalis 20.74 ++
124 C. tropicalis 19,51
397 C. tropicalis 4,88
398 C. tropicalis 26,83 ++

+ Fracamente proteolitica;
como C. parapsilosis pertencem ao complexo “psilosis”.

++ Moderadamente proteolitica; +++ Altamente proteolitica; Isolados identificados

A Tabela 8 agrupa os isolados de Candida spp. de acordo com o percentual

de degradacéo do substrato BSA apresentado por eles. A maioria dos isolados

(48%) de Candida spp. apresentou percentual de degradacdo de BSA moderado

(20-50%), o que os classifica como moderadamente proteoliticos.
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Tabela 8. Classificacdo dos isolados de Candida spp. de acordo com o percentual

de degradacédo de substrato apresentado na auséncia de antifungicos.

Espécie (n° de Degradacado de BSA (%)
isolados) <20 20-50 > 50
C. albicans (8) 4 3 1
C. glabrata (1) - 1 -
C. guilliermondii (1) 1 - -
C. krusei (2) - 1 1
C. lusitaniae (5) 1 3 1
C. parapsilosis (6) 1 3 2
C. tropicalis (4) 2 2 -

Total 9 13 5
< 20: Percentual de degradagdo de substrato menor que 20%; 20-50: Percentual de degradagdo de substrato entre 20 e
50%; > 50: Percentual de degradagao de substrato maior que 50%.

A Figura 10 divide os isolados em Candida albicans e Candida ndo-albicans e
0os agrupa de acordo com seu percentual de degradacdo de substrato. Quatro
isolados (50%) de C. albicans apresentaram-se fracamente proteoliticos, trés (37%)
moderadamente proteoliticos e um (13%) altamente proteoliticos. Cinco isolados de
Candida nao-albicans (26%) apresentaram-se fracamente proteoliticos, dez (53%)
moderadamente proteoliticos e apenas quatro (21%) apresentaram-se altamente
proteoliticos (TABELA 8 e FIGURA 10).

Intensidade de atividade de Intensidade de atividade de
Candida albicans Candida nao-albicans

altamente
protecliticos
13%

altamente fracamente
proteoliticos proteoliticos
21% 26%

moderamente
protecliticos
37%

Figura 10. Classificacédo dos isolados de Candida albicans e Candida n&o-albicans
de acordo com a intensidade de atividade proteolitica apresentada na avaliacéo

quantitativa.

A Tabela 9 apresenta o percentual de degradagao de substrato na presenca e
na auséncia de fluconazol e anfotericina B. Houve diferenca significativa no

percentual de degradagdo de substrato BSA dos isolados, com excecao de C.
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albicans 220 (p = 0,0997), C. glabrata ATCC 90030 (p = 0,1281), C. krusei ATCC
6258 (p = 0,2457), C. krusei 28 (p = 0,0529) e C. lusitaniae 288 (p = 0,4729).
Entretanto, em valores absolutos, os percentuais foram aumentados quando esses
isolados foram submetidos a concentracdes subinitérias dos antifungicos testados. O
maior percentual de degradacao de substrato foi observado em C. lusitaniae 286 na
presenca de ¥4 da ICyy de anfotericina B e Candida complexo “psilosis” 210 na
auséncia de antifungico. O menor percentual de degradacao de substrato (2,44%) foi
observado em C. albicans 120 e C. parapsilosis 392 na presenca de % da ICyo de
anfotericina B, C. albicans 257 na auséncia de antifungico e C. guilliermondii na
presenca de % da ICsq de fluconazol. A maior diferenga de percentual foi observada
em C. lusitaniae 286 (p = 0,0084), que na presenca de ¥4 da ICyy de anfotericina B
aumentou o percentual de degradacdo de substrato em 13,7 vezes relacdo a sua

auséncia.

Tabela 9. Percentual de degradacdo de substrato BSA pelos isolados padrbes de

Candida spp. na auséncia e na presenca dos antifungicos fluconazol e anfotericina

B. (continua)

Degradacao de substrato (%)

Cédigo Espécie
S/ ant. “BICFL  YICFL % IC AP v,1C AP P-value
ATCC 64548 C. albicans 45,61 bc 54,03ab 93,37 a 19,51 b 57,40 ac  0.0229
31 C. albicans 53,66a 36,58ab 4,89b 51,22 a 31,70ab  0,0349
120 C. albicans 2439ac 9,76ab  43,90c 21,95abc 2,44 b 0,0218
121 C. albicans 2195a 82,93b 73,17b 31,70 ab 51,22ab  0,0374
220 C. albicans 17,07 a 29,27a 46,34 a 31,71 a 24,39 a 0,0997
221-V C. albicans 4,88 a 2195b 7,32 ab 4,88 a 9,76 ab 0,0214
257 C. albicans 2,44 a 488ab 17,07 bc 9,76 ac 19,51 c 0,0149
289 C. albicans 7,32 ab 2,44 a 7,32 ab 9,76 b 9,76 b 0,0348
ATCC 90030 C. glabrata 27,80 a 62,77a 36,54a 31,17 a 28,26 a 0.1281
100 C. guilliermondii 4,88 ab 19,51 a 2,44 b 4,88 ab 19,51 a 0,0106
ATCC 6258 C. krusei 40,92 a 32,17a 62,77 a 60,31 a 57,40 a 0.2457
28 C. krusei 87,80 a 70,73a 68,29a 80,49 a 4,88 a 0.0529
219 C. lusitaniae 2439ab 60,97a 39,02ab 82,93 a 17,07 b 0.0206
286 C. lusitaniae 7,32 a 21,95ac 90,24bc 53,66abc 100,00b 0.0086
288 C. lusitaniae 70,73 a 65,85a 90,24a 68,29 a 60,97 a 0.4729
295 C. lusitaniae 48,78ab 19,51a 7561b 56,10 bc 41,46 ac  0.0322
389 C. lusitaniae 46,34ab 26,83a 2195a 70,73 b 80,49 b 0.0139
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(concluséo)

Degradacao de substrato (%)

Cadigo Espécie
S/ ant. “BICFL Y ICFL % IC AP Y4 IC AP P-value

ATCC 22019 C. parapsilosis 31,19bc 77,90a 51,67ac 31,17 bc 19,51 b 0.0394
210 C. parapsilosis 100 a 56,10b 56,10 b 63,41 ab 95,12 a 0.0387
221-R C. parapsilosis 78,05 a 70,73a 58,54b 65,85 ab 48,78 b 0.0194

280 C. parapsilosis 36,58 a 36,58a 29,27 ab 17,07 b 19,51 b 0.0149
315 C. parapsilosis 7,32 ab 39,02a 31,71a 7,32 ab 4,88b 0.0106
392 C. parapsilosis 29,27 abc 24,39 ac 43,90 ab 53,66 b 2,44 c 0.0142
ATCC 750 C. tropicalis 20,74bc 62,38a 47,30 ac 19,51 b 1951 b 0.0317
124 C. tropicalis 19,51 a 46,34 b 48,78 b 29,27 ab 34,15ab  0.0404
397 C. tropicalis 4,88 a 19,51ac 34,15ab 58,54 b 36,59 bc  0.0112
398 C. tropicalis 26,83a 29,27ac 48,78 bc 56,10 bc 4146 ac  0.0277

S/ ant.: Sem antifungico; % IC: Metade da Concentracéo Inibitéria; ¥2 IC: Um quarto da Concentragdo Inibitoria;

FL: Fluconazol; AP: Anfotericina B. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Kruscal-

Wallis; Isolados identificados como C. parapsilosis pertencem ao complexo “psilosis”.

5.4 Relacdo entre os resultados obtidos pelos métodos usados na

determinacgao da atividade proteolitica de Candida spp.

A Tabela 10 relaciona os resultados das analises qualitativa e quantitativa da
atividade proteolitica dos isolados de Candida spp. Todos os isolados que se
apresentaram ndo proteoliticos na analise qualitativa apresentaram percentual de
degradacéo de substrato baixo a moderado, sendo que dentre esses isolados 0 mais
alto percentual foi observado em C. krusei ATCC 6258 (40,92%). Alguns isolados
apresentaram intensidade de atividade proteolitica diferente nos dois métodos
testados. O isolado padrao de C. parapsilosis ATCC 22019 se apresentou altamente
proteolitico na analise qualitativa (Rhaoicolonia = 1,4), mas com moderado percentual
de atividade (31,19%) na analise quantitativa, entretanto, Candida complexo

“psilosis” 210 apresentou a maior atividade proteolitica em ambos 0s métodos.



Tabela 10. Andlise comparativa dos métodos usados na determinacdo da atividade

proteolitica dos isolados de Candida spp.

Atividade Proteolitica

Amostra Espécie Método Qualitativo Método Quantitativo
Rhalorcolania Int. de Ativ. % Deg. BSA Int. de Ativ.
ATCC 64548 C. albicans 1.3 ++ 45.61 ++
31 C. albicans 1.3 ++ 53,66 +++
120 C. albicans 1.4 +++ 24,39 ++
121 C. albicans 1.4 +++ 21,95 ++
220 C. albicans 1.1 + 17,07
221V C. albicans 1.3 ++ 4,88
257 C. albicans 1.0 - 2,44
289 C. albicans 1.3 ++ 7,32
ATCC 90030 C. glabrata 1.0 - 27.80 ++
100 C. guilliermondii 1.4 +++ 4,88 +
ATCC 6258  C. krusei 1.0 - 40.92 ++
28 C. krusei 1.2 ++ 87,80 +++
219 C. lusitaniae 1.4 +++ 24,39 ++
286 C. lusitaniae 1.4 +++ 7,32 +
288 C. lusitaniae 1.1 + 70,73 +++
295 C. lusitaniae 1.1 + 48,78 ++
389 C. lusitaniae 1.3 ++ 46,34 ++
ATCC 22019 C. parapsilosis 1.4 +++ 31.19 ++
210 C. parapsilosis 15 +++ 100,00 +++
221R C. parapsilosis 1.2 ++ 78,05 +++
280 C. parapsilosis 1.2 ++ 36,59 ++
315 C. parapsilosis 1.2 ++ 7,32 +
392 C. parapsilosis 1.3 ++ 29,27 ++
ATCC 750 C. tropicalis 1.0 - 20.74 ++
124 C. tropicalis 1.0 - 19,51
397 C. tropicalis 1.1 + 4,88
398 C. tropicalis 1.0 - 26,83 ++

Rhalorcolonia = 1,0 ndo proteoliticos (-), Rnaocoonia < 1,1 fracamente proteoliticos (+), 1,1 < Rnao/coonia < 1,3
moderadamente proteoliticos (++) € Rnaloicoionia > 1,3 altamente proteoliticos (+++); Int. de Ativ.: Intensidade de
atividade; + Fracamente proteolitica; ++ Moderadamente proteolitica; +++ Altamente proteolitica; % Deg. BSA:
Percentual de degradacdo de BSA; Isolados identificados como C. parapsilosis pertencem ao complexo
“psilosis”.

5.5 Avaliacdo da atividade metabdlica de Candida spp. na presenca e na

auséncia de fluconazol e anfotericina B.

Os percentuais de atividade metabdlica dos isolados de Candida spp. e a
intensidade de atividade metabdlica correspondente a esses percentuais encontram-
se relacionados na Tabela 11. Existe diferenca significativa entre os percentuais de

atividade metabdlica dos isolados (p = 0,0001). Os maiores percentuais de atividade
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metabdlica foram observados em C. albicans ATCC 64548 (60,63%), C. albicans
120 (73,27), C. albicans 121 (61,72%) e C. albicans 289 (61,06%) e os menores
percentuais em C. glabrata ATCC 90030 (3,67%), C. krusei ATCC 6258 (2,35%) e C.
parapsilosis ATCC 22019 (3,78%). Com excecgao de C. albicans ATCC 64548, os

demais isolados padrées ATCC apresentaram baixa atividade metabdlica (< 20%).

Tabela 11. Classificacdo da intensidade de atividade metabdlica dos isolados de

Candida spp. de acordo com o percentual de atividade.

Caddigo Espécie Atividade metabdlica (%) Intensidade de Atividade

ATCC 64548 C. albicans 60,63 +++
31 C. albicans 28,05 -

120 C. albicans 73,27 A

121 C. albicans 61,72 ot
220 C. albicans 19,14 +
221V C. albicans 16,50 +

257 C. albicans 56,11 -+

289 C. albicans 61,06 -
ATCC 90030 C. glabrata 3,67 +
100 C. guilliermondii 20,79 ++
ATCC 6258 C. krusei 2,35 +
28 C. krusei 27,72 "

219 C. lusitaniae 39,27 -+

286 C. lusitaniae 44,22 ++

288 C. lusitaniae 31,68 ++

295 C. lusitaniae 27,39 "

389 C. lusitaniae 24,09 "
ATCC 22019 C. parapsilosis 3,78 +
210 C. parapsilosis 39,93 ++
221R C. parapsilosis 9,57 +
280 C. parapsilosis 46,86 ++
315 C. parapsilosis 8,25 +

392 C. parapsilosis 27,39 ++
ATCC 750 C. tropicalis 15,11 +
124 C. tropicalis 45,21 ++

397 C. tropicalis 31,68 ++

398 C. tropicalis 45,21 -+

+ baixa atividade metabdlica; ++ Moderada atividade metabdlica; +++ Alta atividade metabdlica; Isolados

identificados como C. parapsilosis pertencem ao complexo “psilosis”.
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A Tabela 12 agrupa os isolados de Candida spp. de acordo com o percentual
de atividade metabdlica apresentado por eles. A maioria dos isolados (52%)
apresentou percentual de atividade metabdlica entre 20 e 50%. Nenhum isolado de

Candida ndo-albicans apresentou atividade metabdlica alta (> 50%).

Tabela 12. Classificacdo dos isolados de Candida spp. de acordo com o percentual

de atividade metabdlica apresentado na auséncia de antifungicos.

Espécie (n°de Atividade Metabdlica (%)

isolados) <20 20-50 > 50
C. albicans 2 1 5
C. glabrata 1 - -
C. guilliermondii - 1 -
C. krusei 1 1 -
C. lusitaniae - 5 -
C. parapsilosis 3 3 -
C. tropicalis 1 3 -
Total 8 14 5

< 20: Percentual de degradagdo de substrato menor que 20%; 20-50: Percentual de degradagao de substrato entre 20 e
50%; > 50: Percentual de degradagdo de substrato maior que 50%.

A Figura 11 divide os isolados em Candida albicans e Candida ndo-albicans e
0s agrupa de acordo com seu percentual de atividade metabdlica. Dentre os
isolados de C. albicans, dois (25%) apresentaram baixa atividade metabdlica, um
(12%) apresentou atividade metabdlica moderada e cinco (63%) alta atividade
metabolica. Os isolados de Candida n&o-albicans se dividiram entre isolados de
atividade metabdlica baixa e moderada, sendo que seis (32%) se enquadraram
como isolados de baixa atividade e 13 (68%) de moderada atividade.

Intensidade de atividade metabdlica
de Candida albicans
baixa atividade

metabdlica
25%

Alta atividade
metabolica
B63%

Moderada
atividade
metabdlica
12%

Intensidade de atividade metabdlica
de Candida nao-albicans

baixa atividade
metabdlica
32%

Figura 11. Classificacdo dos isolados de Candida albicans e Candida néo-albicans

de acordo com a intensidade de atividade metabdlica que apresentaram.
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A Tabela 13 relaciona o percentual de atividade metabdlica dos isolados de
Candida spp. cultivados nas cinco condicbes de exposicdo. Com excecdo de C.
albicans 289 (p = 0,0630), C. krusei 28 (p = 0,1093), C. lusitaniae 286 (p = 0,2197),
C. lusitaniae 288 (p = 0,0548), C. parapsilosis 221-R (p = 0,1799) e C. parapsilosis
280 (p = 0,0914), C. tropicalis ATCC 750 (p = 0,0650) e C. tropicalis 124 (p =
0,1331), os demais isolados de Candida spp. apresentaram diferenca significativa no
percentual de atividade metabdlica quando expostos a concentracdes subinibitorias
de antifugicos (p < 0,05). O maior percentual de atividade foi observado em C.
albicans 121 (100%) na presenca de Y2 da ICyy de anfotericina B e o menor em C.
krusei ATCC 6258 (0,07%) na presenca de ¥ da ICq de anfotericina B. A maior
diferenca de percentual foi observada em Candida complexo “psilosis” 210 (p =
0,0091), que na presenca de Y2 da ICsy de fluconazol teve seu percentual de

atividade metabdlica reduzido em 8 vezes em relagdo a sua auséncia.

Tabela 13. Percentual de atividade metabdlica dos isolados padrdes de Candida

sSpp. na auséncia e na presenca de antifungicos. (continua)
Atividade Metabdlica (%)
Cédigo Espécie

S/ant. % IC FL Y4 IC FL % I1C AP Y41C AP p.value
ATCC 64548 C. albicans 60,63ac 87,46a 53,84 ac 0,13 b 2450 bc  0,0163
31 C. albicans 28,05 a 19,14 b 24,42 a 22,44 ab 19,14 b 0,0152
120 C. albicans 7327a 67,99ab 58,09b 57,10 b 55,78 b 0,0300
121 C. albicans 61,72a 63,04ac 73,27ab 100,00b  80,53bc 0,0141
220 C. albicans 19,14a 21,12ab 1848 a 24,10 ab 29,37b 0,0323
221-V C. albicans 16,50 ac 10,89ab  33,33c 6,27 b 11,88 abc 0,0111
257 C. albicans 56,11abc 47,85a 50,17ab 61,39 bc 98,35¢ 0,0111
289 C. albicans 61,06 a 52,80 a 58,75 a 50,50 a 34,65 a 0,0630
ATCC 90030 C. glabrata 3,67 ab 3,50 a 14,32 a 0,79b 1,69 b 0,0131
100 C. guilliermondii 20,79ac 17,16 a 24,42abc 54,13 b 26,07 c 0,0295
ATCC 6258 C. krusei 235a 2,84 a 242 a 0,13 ab 0,07 b 0,0238
28 C. krusei 27,72 a 38,61 a 27,06 a 33,00 a 34,32 a 0,1093
219 C. lusitaniae 39,27ac 32,01a 48,51 c 46,53 ac 57,10 bc  0,0096
286 C. lusitaniae 44,22 a 42,90 a 40,59 a 4554 a 40,26 a 0,2197
288 C. lusitaniae 31,68 a 37,29 a 25,08 a 25,08 a 23,43 a 0,0548
295 C. lusitaniae 27,39 a 10,89 b 17,49ab 21,45ab 15,18 b 0,0127
389 C. lusitaniae 24,09 abc 27,39 ac 36,96 a 17,82 bc 16,17 b 0,0114
ATCC 22019 C. parapsilosis 3,78 ac 23,12 a 4,40 ac 0,22 bc 0,20 b 0,0235
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(continua)

Atividade Metabdlica (%)

Cédigo Espécie
Sl/ant. %ICFL YICFL »%ICAP Y4 IC AP p.value
210 C. parapsilosis 39,93 a 4,95 b 14,19 bc 28,05 ac 23,76 ab  0,0091
221-R C. parapsilosis 9,57 a 15,84 a 23,43 a 14,52 a 20,13 a 0,1799
280 C. parapsilosis 46,86 a 30,69 a 32,01 a 30,36 a 28,05 a 0,0914
315 C. parapsilosis 8,25a 11,22 ac 13,2 ac 19,14 b 16,50 bc  0,0101
392 C. parapsilosis 27,39a 26,07ac 21,12bc 16,83 b 22,44 ab 0,0137
ATCC 750 C. tropicalis 1511 a 15,97 a 6,58 a 0,11 a 5,28 a 0,0650
124 C. tropicalis 4521 a 42,24 a 39,93 a 4521 a 49,17 a 0,1331
397 C. tropicalis 31,68 a 57,43 a 14,52 b 21,78 ab 29,04 a 0,0484
398 C. tropicalis 4521ab 28,38 a 49,17 b 4521 ab 45,87 ab  0,0256

S/ant.: Sem antifungico; % IC: Metade da Concentracdo Inibitéria; ¥ IC: Um quarto da Concentracdo Inibitéria;
FL: Fluconazol; AP: Anfotericina B. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Kruscal-
Walllis.

5.6 Relacdo entre atividade proteolitica e atividade metabdlica de Candida spp.

Os dados referentes aos resultados dos testes de atividade proteolitica e
atividade metabdlica de Candida spp. estdo demonstrados na tabela 14. O
isolado de C. albicans 257, que se apresentou ndo proteolitico na avaliacéo
qualitativa da atividade proteolitica e com o menor percentual de degradacao
de substrato na avaliagcdo quantitativa, apresentou alto percentual de atividade
metabdlica (56,11%). O isolado de Candida complexo “psilosis” 210 apresenta
perfil particular, uma vez que apresentou atividade metabdlica moderada
(39,93%) e a maior atividade proteolitica em valores absolutos, nos dois
meétodos de andlise. C. krusei 28 apresentou alto percentual de degradacao de
substrato (87,80%) e moderado percentual de atividade metabdlica (27,72%).
Os isolados C. albicans ATCC 64548 e C. albicans 257 apresentaram alta
atividade metabdlica (> 50%) e moderada atividade proteolitica (20-50%). O
isolado de C. krusei ATCC 6258, que apresentou o menor percentual de
atividade metabolica (2,35%), apresentou-se n&o proteolitico na avaliacao
qualitativa da atividade proteolitica e percentual de degradacdo de substrato

igual a 40,92% na avaliacao quantitativa.
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Tabela 14. Atividade proteolitica e atividade metabdlica de Candida spp.

Atividade Atividade Proteolitica
Amostra Espécie Metabé”T:t - Qualitalti]\:ode . g:antitat:\r:;) -
. . . 0 . .
Yo Atlv. Ativ. Rie  agiv, BSAg Ativ.
ATCC 64548 C. albicans 60,63 +++ 1.3 ++ 45.61 ++
31 C. albicans 28,05 ++ 1.3 ++ 53,66 +t
120 C. albicans 73,27 +Ht 1.4 4 24,39 ++
121 C. albicans 61,72 +Ht 1.4 o+ 21,95 ++
220 C. albicans 19,14 + 1.1 + 17,07 +
221V C. albicans 16,50 + 1.3 ++ 4,88 +
257 C. albicans 56,11 it 1.0 - 2,44 +
289 C. albicans 61,06 it 1.3 ++ 7,32 +
ATCC 90030 C. glabrata 3,67 + 1.0 - 27.80 ++
100 C. guilliermondii 20,79 ++ 1.4 - 4,88 +
ATCC 6258 C. krusei 2,35 + 1.0 - 40.92 ++
28 C. krusei 27,72 ++ 1.2 ++ 87,80 +H
219 C. lusitaniae 39,27 ++ 1.4 +H+ 24,39 ++
286 C. lusitaniae 44,22 ++ 1.4 +H+ 7,32 +
288 C. lusitaniae 31,68 ++ 1.1 + 70,73 +H+
295 C. lusitaniae 27,39 ++ 1.1 + 48,78 ++
389 C. lusitaniae 24,09 ++ 1.3 ++ 46,34 ++
ATCC 22019 C. parapsilosis 3,78 + 1.4 +H+ 31.19 ++
210 C. parapsilosis 39,93 ++ 1.5 ++ 100,00 +H+
221R C. parapsilosis 9,57 + 1.2 ++ 78,05 +H
280 C. parapsilosis 46,86 ++ 1.2 ++ 36,59 ++
315 C. parapsilosis 8,25 + 1.2 ++ 7,32 +
392 C. parapsilosis 27,39 ++ 1.3 ++ 29,27 ++
ATCC 750 C. tropicalis 1511 + 1.0 - 20.74 ++
124 C. tropicalis 45,21 ++ 1.0 - 19,51 +
397 C. tropicalis 31,68 ++ 1.1 + 4,88 +
398 C. tropicalis 45,21 ++ 1.0 - 26,83 ++

% Ativ.: Porcentagem de atividade; Int. de Ativ.: Intensidade de Atividade; Rnic: Rnalorcoionia; % Deg. BSA:
Porcentagem de degradacdo de BSA; Rnaiorconia = 1,0 ndo proteoliticos (-), Rnaocoionia < 1,1 fracamente
proteoliticos (+), 1,1 < Rnalo/catonia < 1,3 moderadamente proteoliticos (++) € Rhaiorcolonia > 1,3 altamente proteoliticos
(+++); + baixa; ++ Moderada; +++ Alta.

A figura 12 exibe os percentuais de degradacdo de substrato de todos os
isolados na auséncia de antifungicos. O maior percentual de degradacdo de
substrato foi observado em Candida complexo “psilosis” 210.
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Figura 12. Percentual de degradacéo de substrato dos isolados de Candida spp. na

auséncia de antifungicos.

A Figura 13 exibe os percentuais de atividade metabdlica na auséncia de
antifingicos. Observa-se que o0s maiores percentuais de atividade foram
apresentados por isolados de C. albicans e os menores por isolados padrbes (C.
glabrata ATCC 90030, C. krusei ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019).
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Figura 13. Percentual de atividade metabdlica dos isolados de Candida spp. na

auséncia de antifungicos.

A Figura 14 demonstra de forma ilustrativa a relacédo entre os percentuais de
degradacdo de substrato e de atividade metabdlica dos padrées de Candida spp. A
presenca de ¥4 da ICsp de fluconazol no cultivo de C. albicans ATCC 64548
promoveu um aumento na percentagem de degradacdo e substrato enquanto
reduziu significantemente a atividade metabdlica (FIGURA 1la). Em C. glabrata
ATCC 90030, a maior percentagem de degradacdo de substrato foi observada na
presenca de % da ICso de fluconazol, condicdo na qual a percentagem de atividade
metabdlica foi uma das mais baixas. (FIGURA 1b). A percentagem de atividade
metabdlica de C. krusei ATCC 6258 foi mais baixa do que 3% em todas as
condicbes de exposicdo, enquanto a percentagem de degradacdo de substrato foi
mais alta que 30% (Figura 1c). Em C. parapsilosis ATCC 22019 e C. tropicalis ATCC
750, a mais alta percentagem de degradacdo de substrato foi observada na
presenca de ¥z da ICso de fluconazol e ocorreu em condicdo que apresentou a mais
alta percentagem de atividade metabdlica (FIGURA 1d) e (FIGURA 1le).



74

i, 2 7
T aw e 7
R £
680
S #0 S
o )
B 704 .'g 50
= .
I %0 I .
g = :
E 40 g
g'n 30 % 3
o £
@ - @ 2
2 5 2 10
& - £
o T 0 +— = TS - _—
w/ant Y¥aicof Lz XICofFLZ X ICofAFB X ICof AFB W/ant, KICofHZ %ICofFLZ }ICof AFB X ICof AFB
C d
- 70 7 50
< £
@ 60 - 20
- &
3 -
. SO 4
E 2w
< =
o ¥ < 5o
= =
- 40
o E
éP & %0
g g 20
g 10 4 ; 10
0 T s - + 0
W/ant. KICofAZ MXICOfFLZ HICOfAFE XICOfAFB Wfant, RICofAZ %ICofFLZ XICOf AFB % ICof AFB
S e
o 60
-
)
= 0
=
=
< 30
=
E X —=Ativ. Metabdlica
g’ 2 =~ Deg, Substrato
@
2 10
£

W/ant. “ICOfAZ XICofFLZ KICOfAFE X ICof AFB

Figura 14. Efeito de diferentes condi¢cdes de exposicdo sobre a porcentagem de
atividade metabdlica (¢) e de degradacao de substrato (m) dos isolados padrdes de
Candida spp. (a) C. albicans ATCC 64548; (b) C. glabrata ATCC 90030; (c) C. krusei
ATCC 6258; (d) C. parapsilosis ATCC 22019; (e) C. tropicalis ATCC 750.

A Tabela 15 relaciona todos os resultados obtidos para os isolados de
Candida spp. cultivados na auséncia de antifungicos. Dentre os isolados que
apresentaram sensibilidade reduzida, C. glabrata ATCC 90030 apresentou baixa
atividade metabolica em todas as condi¢cdes de exposicdo e atividade proteolitica <
40% na maioria delas, excecdo a presenca de ¥ da IC de fluconazol; j& Candida
complexo “psilosis” 210 apresentou atividade proteolitica igual a 100,0% na
avaliacdo quantitativa e atividade metabolica igual a 39,93%. C. krusei ATCC 6258,
gue se apresentou resistente ao fluconazol teve reducao da atividade proteolitica na

presenca de Y2 da ICsp e aumento na presenca de % da ICsp, em relacdo ao
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percentual obtido em sua auséncia (40,92%), mas a atividade metabdlica se
manteve baixa (0,07% a 2,84%).

Tabela 15. Relacao dos resultados obtidos nos testes quantitativos realizados para
os isolados de Candida spp. ha auséncia de antifungicos.

(continua)
i Agente Atividade proteolitica (%)  Atividade metabdlica (%)
Candida spp. Gifanai
antitungico S/ant. % IC YIC Slant. % IC Y IC
C. albicans ATCC Fluconazol S 45,61 54,03 93,37 60,63 87,46 53,84
64548 Anfotericina B S 19,51 57,40 0,13 24,50
C. albicans 31 Fluconazol S 53,66 36,58 4,89 28,05 19,14 24,42
Anfotericina B S 51,22 31,70 22,44 19,14
C. albicans 120 Fluconazol S 24,39 9,76 43,90 73,27 67,99 58,09
Anfotericina B S 21,95 2,44 57,10 55,78
C. albicans 121 Fluconazol S 21,95 82,93 73,17 61,72 63,04 73,27
Anfotericina B S 31,70 51,22 100,00 80,53
C. albicans 220 Fluconazol S 17,07 29,27 46,34 19,14 21,12 18,48
Anfotericina B S 31,71 24,39 24,10 29,37
C. albicans 221-V  Fluconazol S 4,88 21,95 7,32 16,50 10,89 33,33
Anfotericina B S 4,88 9,76 6,27 11,88
C. albicans 257 Fluconazol S 2,44 4,88 17,07 56,11 47,85 50,17
Anfotericina B S 9,76 19,51 61,39 98,35
C. albicans 289 Fluconazol S 7,32 2,44 7,32 61,06 52,80 58,75
Anfotericina B S 9,76 9,76 50,50 34,65
C. glabrata ATCC Fluconazol SDD 27,80 62,77 36,54 3,67 3,50 14,32
9003 Anfotericina B S 31,17 28,26 0,79 1,69
C.guilliermondii Fluconazole S 4,88 19,51 2,44 20,79 17,16 24,42
100 Anfotericina B S 4,88 19,51 54,13 26,07
C. krusei ATCC Fluconazol R 40,92 32,17 62,77 2,35 2,84 2,42
6258 Anfotericina B S 60,31 57,40 0,13 0,07
C. krusei 28 Fluconazol S 87,80 70,73 68,29 27,72 38,61 27,06
Anfotericina B S 80,49 4,88 33,00 34,32
C. lusitaniae 219 Fluconazole S 24,39 60,97 39,02 39,27 32,01 48,51
Anfotericina B S 82,93 17,07 46,53 57,10
C. lusitaniae 286 Fluconazole S 7,32 21,95 90,24 44,22 42,90 40,59
Anfotericina B S 53,66 100,00 45,54 40,26
C. lusitaniae 288 Fluconazole S 70,73 65,85 90,24 31,68 37,29 25,08
Anfotericina B S 68,29 60,97 25,08 23,43
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_ Agente Atividade proteolitica (%) Atividade metabdlica (%)
Candida spp. Gifanai
antitungico S/ant. % IC Y IC S/ant. % IC Y IC
C. lusitaniae 295 Fluconazole S 48,78 19,51 75,61 27,39 10,89 17,49
Anfotericina B S 56,10 41,46 21,45 15,18
C. lusitaniae 389 Fluconazole S 46,34 26,83 21,95 24,09 27,39 36,96
Anfotericina B S 70,73 80,49 17,82 16,17
C. parapsilosis Fluconazole S 31,19 77,90 51,67 3,78 23,12 4,40
ATCC 22019 Anfotericina B S 31,17 19,51 0,22 0,20
C. parapsilosis Fluconazole SDD 100,00 56,10 56,10 39,93 4,95 14,19
210 Anfotericina B S 63,41 95,12 28,05 23,76
C. parapsilosis Fluconazole S 78,05 70,73 58,54 9,57 15,84 23,43
221-R Anfotericina B S 65,85 48,78 14,52 20,13
C. parapsilosis Fluconazole S 36,58 36,58 29,27 46,86 30,69 32,01
280 Anfotericina B S 17,07 19,51 30,36 28,05
C. parapsilosis Fluconazole S 7,32 39,02 3171 8,25 11,22 13,2
315 Anfotericina B S 7,32 4,88 19,14 16,50
C. parapsilosis Fluconazole S 29,27 24,39 43,90 27,39 26,07 21,12
392 Anfotericina B S 53,66 2,44 16,83 22,40
C. tropicalis  Fluconazole S 20,74 62,38 47,30 15,11 15,97 6,58
ATCC 750 Anfotericina B S 19,51 19,51 0,11 5,28
C. tropicalis 124  Fluconazole S 19,51 46,34 48,78 45,21 42,24 39,93
Anfotericina B S 29,27 34,15 45,21 49,17
C. tropicalis 397 Fluconazole S 4,88 19,51 34,15 31,68 57,43 14,52
Anfotericina B S 58,54 36,59 21,78 29,04
C. tropicalis 398 Fluconazole S 26,83 29,27 78,78 45,21 28,38 49,17
Anfotericina B S 56,10 41,46 45,21 45,87

C: Classificagdo quanto ao perfil de sensibilidade; S/ant.: Auséncia de antifingicos; % IC: Metade da
concentragdo inibitoria; ¥4 IC: Um quarto da concentracéo subinibitéria; S: Sensivel; SSD: Sensivel dependendo

da dose; R: Resistente. Isolados identificados como C. parapsilosis pertencem ao complexo “psilosis”.

5.7 Avaliacado da expressédo de SAP2 nos isolados padrdes de Candida spp.

A expressdo do gene SAP2 foi detectada apenas em C. albicans ATCC

64548. Apesar da superposi¢cao das linhas, cinco curvas de amplificacdo podem ser

observadas para C. albicans ATCC 64548, que corresponde as cinco condi¢cdes de

exposicao as quais foram submetidas (FIGURA 15). As linhas em tons de verde
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representam a expressdo de SAP2 na presenca de fluconazol e na auséncia de
antifingico, enquanto aquelas em tons de azul representam a expressdo nha

presenca de anfotericina B.

Curva de amplificacdo
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Figura 15. Curva de amplificacdo do gene SAP2 de Candida spp. As linhas que
ultrapassaram o “Threshold” correspondem as curvas de amplificacao de C. albicans
ATCC 64548.

A Tabela 16 relaciona os valores de Cry, obtidos por RT-PCR, dos isolados
padrées de Candida spp. cultivados na auséncia de antifingicos e na presenca de
fluconazol e anfotericina B.

Tabela 16. Valores de Ct para Candida albicans ATCC 64548 e Candida krusei

ATCC 6258 na presenca e na auséncia de antifungicos.

Espécies de Candida Cr (“Cycle Threshold™)
Spp. Slant.  %ICFL  %%ICFL  %ICAP  Y%ICAP  p.yalue

C. albicans ATCC 64548 22,8 ac 22,48 c 22,94 abc 26,58 ab 27,35b 0,0073

C. krusei ATCC 6258 Ind. Ind. Ind. Ind. Ind. -

S/ ant.: Sem antifingico; % IC: Metade da Concentragao Inibitéria; ¥ IC: Um quarto da Concentracéo Inibitdria;
FL: Fluconazol; AP: Anfotericina B; Ind.: Indeterminado; Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste Kruscal-Wallis.

O valor do Ct da amostra de C. albicans cultivada na presenca de % da I1Cgy
de anfotericina B foi significativamente maior do que o valor na auséncia de
antifingico (p = 0,0137) e na presenca de ¥z da ICs de fluconazol (p = 0,0010), que
significa menor amplificacdo do gene de interesse, que nesse caso € 0 gene SAP2.

O Ct da amostra cultivada na presenca de % da ICsyg de fluconazol foi
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significativamente menor do que de C. albicans cultivada na presenca de
anfotericina B. Em valores absolutos, o C;y de C. albicans na presenca de
anfotericina B foi maior do que na presenca de fluconazol ou na auséncia dos
antifingicos, o que sugere que houve menor expressao do gene pesquisado na
presenca de anfotericina B (TABELA 16).
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6 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A determinacéo de Sap por eletroforese ainda esta limitada a avaliagdo direta
a partir da protease purificada (RAY, PAYNE, 1990; MORRISON et al., 1993; NA et
al. 1997) ou indireta pelo uso de anticorpos (RAY, PAYNE, 1990; SMOLENSKI et al.,
1997; BRAGA-SILVA et al., 2009). A andlise do perfil proteico de Candida spp. a
partir de sobrenadantes de cultura, apesar de nao possibilitar a identificacdo direta
de Sap, possibilita fazer inferéncia a presenca de Sap entre polipeptideos
localizados em banda de tamanho proximo de 43 kDa (BRAGA-SILVA et al., 2009).
O método € sensivel para quantificacdo de proteinas totais, pois o Reagente de
Bradford reage com todo tipo de proteina, ndo apresentando qualquer
especificidade. Este tipo de eletroforese ndo avalia proteinas ativas, assim como nao
determina a quantidade das mesmas, apenas sua presenca has amostras
estudadas. O perfil de degradacdo proteico dos isolados, obtido por SDS-PAGE,
evidencia a presenca de uma banda com tamanho préximo de 43 kDa (Figura 6),
que pode conter a Sap juntamente com produtos de degradacdo proteica, que
poderiam ser excluidos por purificacdo prévia do sobrenadante, e assim, obter uma
banda nitida que correspondesse apenas a Sap, sem pepetideos contaminantes,
como realizado por BRAGA-SILVA et al. (2009). Nao € possivel afirmar que a banda
observada é referente a Sap, pois o0 corante utilizado cora peptideos e proteinas,
mas pode-se supor que ela esteja presente entre estes peptideos oriundos de
degradacgéo.

Com relacdo ao perfil de sensibilidade, alguns isolados apresentaram
crescimento residual dentro da elipse de inibicdo, fendbmeno denominado “trailling”
(BRAGA-SILVA et al. 2009), principalmente frente aos azois dificultando um pouco a
determinacdo da IC. Os isolados analisados se mostraram sensiveis aos
antifangicos Voriconazol, Anfotericina B e Caspofungina, entretanto, frente ao
Fluconazol eles n&o apresentaram o mesmo perfil de sensibilidade. Todos os
isolados de C. albicans, C. tropicalis, C. guilliermondii e C. lusitaniae se mostraram
sensiveis aos antifungicos testados. Detectou-se resisténcia apenas em C. krusei
ATCC 6258, no entanto, C. glabrata ATCC 90030 e Candida complexo “psilosis” 210
apresentaram sensibilidade reduzida. Isolados de C. krusei geralmente apresentam-

se resistentes ao fluconazol, pois possuem resisténcia intrinseca ao farmaco
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(PFALLER et al., 2010). LYON et al. (2010) relatou resisténcia em isolados de C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis. PFALLER et al. (2010) relatou
em seu estudo isolados de C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis com um perfil de
resisténcia preocupante, pois eles apresentaram resisténcia aos azbis e a
caspofungina. Segundo PFALLER et al. (2012), isolados clinicos de C. glabrata tém
se apresentado resistentes ao voriconazol e fluconazol, pois possuem genes de
resisténcia a muitos agentes antifingicos, e podem ainda estabelecer resisténcia
cruzada a outros antifangicos como a 5-flucitosina e a caspofungina.

Os testes da avaliagdo qualitativa da atividade proteolitica mostraram
atividade na maioria dos isolados, sendo que a maior Rpajo/coisnia fOi Observada em
um isolado do complexo “psilosis” identificado como Candida complexo “psilosis”
210 (tabela 5). Um estudo de Ray, Payne (1990) determinou a atividade proteolitica
de isolados de Candida spp. em placa e encontrou maior atividade proteolitica em C.
parapsilosis e C. guilliermondii. Os resultados do presente trabalho estdo em
concordancia com o trabalho desenvolvido por Hamal et al. (2004) no qual foi
detectado, por metodologia qualitativa, atividade proteolitica em C. albicans, C.
tropicalis e C. parapsilosis, sendo que a maior atividade proteolitica foi observada
em isolados de C. parapsilosis. Representantes dos trés niveis de intensidade de
atividade foram observados entre os isolados de C. albicans, fato relatado também
por Hamal et al. (2004), que encontrou diferentes niveis de atividade proteolitica em
seus isolados de C. albicans. Todos os isolados de Candida complexo “psilosis”
apresentaram atividade moderada a alta, enquanto os isolados de C. tropicalis
apresentaram-se nao proteoliticos ou fracamente proteoliticos. Em Hamal et al.
(2004) a maioria dos isolados de C. tropicalis apresentou atividade proteolitica baixa
ou moderada enquanto a minoria dos isolados apresentou alta proteolitica, no
entanto, essa minoria foi isolada de fontes de infeccédo, enquanto a maioria dos
isolados de cavidade orofaringeal. Conforme se observa na figura 9, tanto em
isolados de Candida albicans quanto de Candida n&o-albicans, a maioria dos
isolados apresenta intensidade de atividade proteolitica moderada. A percentagem
de isolados que apresentaram atividade alta é praticamente a mesma entre C.
albicans e Candida ndo-albicans, no entanto, a percentagem de isolados de Candida
nao-albicans que apresentaram auséncia de atividade é quase o dobro da

percentagem de C. albicans.
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A avaliagdo qualitativa da atividade proteolitica dos isolados padrdes de
Candida spp. expostos a concentracdes subinibitorias de antifingicos ndo permitiu
detectar diferencas significativas, uma vez que o maior aumento em valor absoluto
da Rhaoicolonia d0Os isolados (1,14 vezes) foi observado em C. parapsilosis ATCC
22019 na presencga de ¥ da ICso de fluconazol. A anfotericina B promoveu inibi¢cao
do crescimento de C. glabrata ATCC 90030 e C. krusei ATCC 6258 em ambas
concentracfes. Segundo Kaur et al. (2007) e Ortega et al. (2009), genes SAP néo
haviam sido encontrados nessas espécies e até hoje nada mais se sabe a esse
respeito. O meio agar proteinase favorece o crescimento de espécies capazes de
expressar Sap por possuir soroalbumina bovina como Unica fonte de substrato.
Talvez a dificuldade de crescimento desses isolados possa ter sido potencializada
na presenca de anfotericina B, que € fungicida e ndo na presenca de fluconazol, que
é fungistatico. Nao foi encontrado na literatura nenhum trabalho que avaliasse o
efeito de concentracbes subinibitérias de antifingicos sobre a atividade de Sap
através da analise qualitativa.

O meio YCB-BSA é capaz de induzir a secre¢édo de Sap e inibir a secrecéo de
outras proteases (WHITE, AGABIAN, 1995). Uma das funcdes da Sap é fornecer
nitrogénio a célula e como a Unica fonte de nitrogénio existente nesse meio é BSA, a
Sap promove a quebra da proteina para liberar nitrogénio. Por esta razao, é possivel
sugerir que a percentagem de degradacdo de substrato esteja diretamente
relacionada a atividade de Sap. Assim, a alta percentagem de degradacdo de
substrato corresponde a alta atividade proteolitica de Sap. Por se tratar da
proposicdo de uma nova metodologia para determinacdo quantitativa da atividade
proteolitica de Sap, foi necessario realizar diversos testes até que se chegasse as
condi¢Oes finais de experimentacdo. A concentracdo de BSA como suplemento no
meio de cultura para inducéo da protease divergia muito entre os trabalhos, 0,2% em
WHITE et al. (1993), 0,5% em WU et al. (2000). Assim, escolheu-se 0,8% de forma a
atender a sensibilidade do método colorimétrico proposto para nossos ensaios. Da
mesma forma, o tempo de cultivo necesséario para a secrecdo das proteases em
niveis suficientes para promover atividade detectavel foi padronizado em 72 horas
apos analisar diariamente o percentual de degradacédo do substrato do meio pelos
isolados padrées de Candida spp. e correlacionar com suas fases de crescimento.

Através da avaliacdo quantitativa da atividade proteolitica foi possivel detectar

atividade em todos os isolados. Como se pode observar na tabela 7, o
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comportamento dos isolados analisados quanto a intensidade de atividade foi
independente da espécie, pois houve grande variacdo no percentual de atividade
proteolitica de isolados de uma mesma espécie. C. albicans 31, por exemplo,
apresentou percentual de degradacdo de substrato 22 vezes maior do que C.
albicans 257. Candida complexo “psilosis” 210 apresentou o maior percentual de
degradacéao de substrato (100%) e C. albicans 257 o menor (2,44%).

A exposicdo a presenca de antifungicos em concentracdes subinibitérias
promoveu diferencas significativas no percentual de degradacdo de substrato da
maioria dos isolados, com excecado de C. albicans 220 (p = 0,0997), C. glabrata
ATCC 90030 (p = 0,1281), C. krusei ATCC 6258 (p = 0,2457), C. krusei 28 (p =
0,0529) e C. lusitaniae 288 (p = 0,4729) (Tabela 9). De acordo com nOSSOS
resultados, o cultivo de C. albicans ATCC 64548 na presenca de ¥ da ICsy de
fluconazol foi duas vezes maior do que em sua auséncia (p = 0.0446), enquanto nas
demais condi¢cbes de exposicdo ndo houve alteracéo significativa. A presenca de %
da ICqy de anfotericina B gerou o menor percentual de degradacdo, o qual foi 4,8
vezes menor do que o gerado na presenca de % da ICso de fluconazol (p = 0.001) e
2,9 vezes menor do que na presenca de ¥4 da ICyg de anfotericina B (p = 0.0446). A
percentagem de degradacédo de substrato de C. glabrata ATCC 90030 né&o alterou
significativamente nas condi¢cdes de exposicdo testadas, mas a maior alteracdo em
valores absolutos foi observada na presenca de % da ICsq de fluconazol, 2,3 vezes
maior que na auséncia do mesmo. A maior alteracdo no percentual de degradacao
de substrato de C. krusei ATCC 6258, em valores absolutos, foi observada etre os
cultivos na presenca de fluconazol, sendo que na presenca de Y da ICsp a
percentagem foi duas vezes maior. Em C. parapsilosis ATCC 22019, o cultivo na
presenca de Y2 da ICso de fluconazol apresentou percentual de degradacgédo de
substrato 2,5 vezes maior do que na auséncia de antifungico (p = 0.0446), 2,5 vezes
maior do que na presenca de % da ICq de anfotericina B (p = 0.0319) e quatro
vezes maior do que na presenca de ¥ da ICqy de anfotericina B (p = 0.0054). O
percentual de degradacao de substrato na presenca de % da ICso de fluconazol
diferiu significativamente apenas de % da ICyo de anfotericina B (p = 0.0497), com
um aumento de 2,6 vezes. Comparado a auséncia de agentes antifungicos, C.
tropicalis ATCC 750 teve seu percentual de degradacdo de substrato
significativamente aumentado em trés vezes quando cultivado na presenca de % da

ICs5o de fluconazol (p = 0,0446). O cultivo de C. tropicalis ATCC 750 na presenca de
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fluconazol apresentou percentagem de degradacdo de substrato de até trés vezes
maior do que na presencga de anfoterina B e essas diferengas foram consideradas
significantes.

A maior diferenca estatistica entre os percentuais de degradacédo substrato foi
observada em C. lusitaniae 286 (p = 0,0086), que apresentou percentual inicialmente
baixo (7,32%) e quando na presenca de % da ICqy de anfotericina B foi aumentado
em até 13,6 vezes (100%). Entretanto, de maneira geral, o cultivo dos isolados na
presenca de fluconazol apresentou percentual de degradacdo significativamente
maior do que o cultivo na presenca de anfotericina B, em ambas as concentragoes,
como pode ser confirmado pela andlise da tabela 9. Segundo FEKETE-FORGACS
et al. (2000) e NAVARATHNA et al. (2005), isolados de Candida spp. quando
expostos a concentracdes subinibitérias de antifUngicos podem estimular a producéo
e secrecdo de enzimas hidroliticas, como as Saps. A analise dos resultados do
presente trabalho permite sugerir que a atividade de Sap deve estar relacionada a
linhagem e ndo a espécie, uma vez que o perfil de atividade dos isolados clinicos
nao € muito semelhante ao perfil dos isolados padrdes. Resultados de Costa et al.
(2010b) apoiam essa idéia jA que em seu trabalho eles obtiveram isolados de C.
albicans com aumento de atividade de Sap em condi¢cdes de exposicao diferentes,
ou seja, um isolado apresentou maior atividade na presenca de fluconazol, enquanto
outro na sua auséncia. As diferencas na atividade de Sap exibida por isolados
suscetiveis aos azoéis quando expostos a farmacos desta classe permitem sugerir
gue existem outros fatores desconhecidos que interferem nessa resposta (COSTA et
al., 2010b)

Neste trabalho, a avaliagdo quantitativa permitiu identificar atividade em todos
os isolados, mesmo no caso de isolados que apresentam baixo percentual de
degradacéo de substrato. Foi possivel observar a dificuldade de deteccéo de baixo
teor de atividade por método qualitativo, ja que pequenas alteracbes nado foram
detectadas qualitativamente, no entanto, este método € Util para evidenciar espécies
altamente proteoliticas, que possuem halos de protedlise claramente visiveis. Com
excecdo de algumas espécies, que divergiram na intensidade de atividade, houve
correlacdo entre os métodos de analise utilizados na determinacdo da atividade
proteolitica de Sap, entretanto, 0 método quantitativo € mais sensivel, pois isolados
classificados como ndo proteoliticos apresentaram, neste método, percentual de

atividade de até 40%. No que se refere a atividade produzida por métodos
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diferentes, resultados como o obtido para C. krusei (auséncia de atividade em um
método e moderada atividade no outro) sdo compativeis com resultados obtidos por
RAY, PAYNE (1990). Segundo Wu et al. (2000) as discrepancias encontradas nos
resultados podem relatar diferencas na sensibilidade das metodologias usadas para
medir a atividade proteolitica de Sap.

Acredita-se que o nivel de atividade metabdlica ndo esteja relacionado as
espécies, ja que houve grande variacdo dentro dos grupos, como exemplo, tem-se
os isolados ATCC 64548 e 221-V, ambos C. albicans, com atividade igual a 60,63%
e 16,50%, respectivamente. Os maiores percentuais de atividade metabdlica foram
observados em isolados de C. albicans, ATCC 64548 (60,63%), 120 (73,27%), 121
(61,72%) e 289 (61,06%) e o menor percentual em C. krusei ATCC 6258 (2,35%)
(Tabela 11). A maioria dos isolados de C. albicans (63%) apresentou alta atividade
metabdlica, enquanto que entre os isolados de Candida n&o-albicans a maioria
(68%) apresentou atividade metabdlica moderada e nenhum apresentou alta
atividade.

Houve diferenca significativa no percentual de atividade metabdlica dos
isolados quando cultivados na presenca de fluconazol e anfotericina B, com excecao
de C. albicans 289 (p = 0,0630), C. krusei 28 (p = 0,1093), C. lusitaniae 286 (p =
0,2197), C. lusitaniae 288 (p = 0,0548), C. parapsilosis 221-R (p = 0,1799) e C.
parapsilosis 280 (p = 0,0914), C. tropicalis ATCC 750 (p = 0,0650) e C. tropicalis 124
(p = 0,1331), (Tabela 13). C. albicans ATTC 64548 na presenca de Y2 da ICy de
anfotericina B apresentou uma reducdo de 466 vezes no percentual de atividade
metabdlica quando comparado a auséncia de antifungicos (p = 0.0133). A mais
baixa atividade metabdlica produzida por esse isolado foi observada na presenca de
Y% da ICyo de anfotericina B, a qual foi até 672 vezes menor do que na presenca de
fluconazol. Em valores absolutos, a atividade metabodlica de C. albicans ATCC
64548 aumentou 1,4 vezes na presenca de Y2 da ICsy de fluconazol e reduziu 1,2
vezes na presenca de ¥ da ICsp. Em relacéo a auséncia de antifungicos, C. glabrata
ATCC 90030 mostrou atividade metabdlica 3,9 vezes maior na presenca de ¥4 da
ICso de fluconazol, 4,7 vezes menor na presenca de ¥z da IC g9 de anfotericina B e
2,2 vezes menor na presenca de ¥ da ICq de anfotericina B, no entanto, essas
alteracdes nao foram significantivas (p > 0,05). A atividade metabdlica de C. glabrata
na presengca de fluconazol n&o foi significantemente diferente entre as

concentracfes testadas (p = 0,2650) e o0 mesmo comportamento foi observado na
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presenca de anfotericina B (p = 0,3035), entretanto houve diferenca dignificativa de
atividade entre os antifpungicos testados. O percentual de atividade do cultivo na
presenca de Y2 da ICsy de fluconazol foi 4,4 vezes maior do que na presenca de %2
da ICyy de anfotericina B e 2,1 vezes maior do que na presenca de % da I1Cqy de
anfotericina B, enquanto que na presenca de % da ICsq de fluconazol foi 18,2 vezes
maior do que na presencga de % da ICqy de anfotericina B e 8,5 vezes maior do que
na presenca de ¥ da 1Cqo de anfotericina B. C. krusei cultivada na presenca de ¥4 da
ICoo de anfotericina B apresentou percentual de atividade metabdlica
significativamente diferente e em torno de 36,6 vezes menor que na auséncia de
antifingico (p = 0,0103), 40,6 vezes menor que na presenca de % da ICsy de
fluconazol (p = 0,0089) e 34,6 vezes menor que na presenca de % da ICso de
fluconazol (p = 0,0288). Em valores absolutos, a atividade metabdlica de C. krusei
na presencga de %2 da ICyg de anfotericina B foi 18,1 vezes menor do que na auséncia
do antifingico, 21,8 vezes menor do que na presenca de % da ICsy de fluconazol,
18,6 vezes menor do que na presenca de ¥4 da ICsp de fluconazol e 1,9 vezes maior
do que na presenca de ¥4 da ICy de anfotericina B. O cultivo na presenca de % da
ICoo de anfotericina B apresentou percentual de atividade metabdlica
significativamente diferente e 18,9 vezes maior do que o cultivo na auséncia de
antifingico (p = 0,0437), 115,6 vezes menor do que na presenca de ¥z da ICso de
fluconazol (p = 0,0089) e 22 vezes menor do que na presenca de ¥ da ICso de
fluconazol (p = 0,0439). A atividade metabdlica de C. tropicalis ndo mudou
significativamente nas condi¢cOes de exposicao testadas. O cultivo na presenca de %
da ICq, de anfotericina B apresentou a alteracdo mais expressiva, reducao de 145
vezes na atividade metabdlica em comparacdo a sua auséncia, mas apesar de
grande em valor absoluto, esta reducao néo foi significativa. O comportamento dos
isolados clinicos ndo foi semelhante ao observado nos isolados padrées o que nao
possibilita a sugestdo de um comportamento por espécie. Assim como na avaliacao
da atividade proteolitica, o perfil observado deve estar ligado a linhagem estudada e
nao a espécie.

A analise da tabela 14 permite sugerir que exista uma relagcéo inversa entre a
intensidade de atividade proteolitica e metabdlica, uma vez que isolados com baixa
atividade metabolica apresentaram-se altamente proteoliticos e isolados com alto
metabolismo apresentaram-se fracamente proteoliticos, no entanto, esta ndo deve

ser considerada uma regra, pois em alguns casos houve relacdo direta entre os
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percentuais. O ponto que deve ser ressaltado aqui € que isolados com baixo
metabolismo e ainda assim, altamente proteoliticos, como C. krusei 28, C. lusitaniae
288, Candida complexo “psilosis” 210 e 221-R podem ser potenciais causadores de
infeccdo. O maior problema relacionado a isolados de C. krusei é a resisténcia
intrinseca das linhagens dessa espécie (PFALLER et al., 2012). C. parapsiloisis tem
se apresentado como um dos principais agentes causadores de infeccbes e
aumentado muito sua prevaléncia (CORNISTEIN et al., 2012). Segundo Pichova et
al. (2001) isolados de C. lusitaniae podem apresentar a mais alta atividade
proteolitica especifica mesmo com um baixo rendimento no cultivo, 0 que permite
sugerir que niveis mais baixos de secrecdo de Sap podem ser compensados com
mais alta atividade proteolitica por unidade. Este fato confirma a idéia de que as
Saps sejam, ainda hoje, o atributo de viruléncia mais intrigante de Candida spp.
como sugerido por White, Agabian (1995).

O trabalho realizado por Costa et al. (2010b) relatou que isolados resistentes
aos azois tiveram a atividade de Sap aumentada na presenca do mesmo, fato que
ndo ocorreu com isolados suscetiveis. Resultado semelhante foi observado neste
trabalho, ja que o isolado que apresentou a atividade proteolitica mais intensa foi
exatamente o isolado clinico que apresentou sensibilidade reduzida ao fluconazol
(Candida complexo “psilosis” 210), entretanto, C. glabrata ATCC 90030 (sensivel
dose-dependente) e C. krusei (resistente), apresentaram baixa atividade proteolitica.
C. glabrata é considerada um commensal comum em trato gastrointestinal e
geniturinario, mas pode tornar-se um patdgeno oportunista em pacientes
imunocomprometidos. Essas espécies podem apresentar resisténcia inata ou
adquirida contra drogas antifungicas devido a sua capacidade de modificar a
biossintese de ergosterol, fungbes mitocondriais ou o efluxo de drogas. Essa
resisténcia permite crescimento excessivo dessa espécie em relacdo a outras
espécies suscetiveis e pode contribuir para a emergéncia recente de infeccbes
causadas C. glabrata em populagcdes imunocomprometidas (LI, REDDING,
DONGARI-BAGTZOGLOU, 2007).

Talvez a auséncia de alteracbes significativas na atividade de Sap na
presenca de anfotericina B possa ser devido ao perfil de susceptibilidade dos
isolados (todos sensiveis), uma vez que pesquisas como a de Kumar et al. (2010)
relatam que apenas isolados resistentes a anfotericina B apresentaram aumento da

atividade. MORES et al. (2009) estudou a influéncia do Fluconazol sobre o
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crescimento, o metabolismo celular e a produgcdo enzimatica de Sap em células
planctbnicas e em biofilmes. Segundo seus resultados, o Fluconazol exerce
influéncia significativa sobre os aspectos analisados apenas em biofilmes.

Copping et al. (2005) avaliou a influéncia de azdis, anfotericina B,
caspofungina e 5-flucitosina sobre a atividade de Sap em isolados de C. albicans e
encontrou um aumento de expressao de SAP2 e da atividade do produto do gene
SAP2, na maioria dos isolados. No presente trabalho, foi possivel observar reducao
significativa de expressao de SAP2 em C. albicans ATCC 64548 cultivada na
presenca de anfotericina B, em concentragbes subinibitérias e auséncia de
expressdo de SAP2 em C. krusei em todas as condicdes, inclusive na auséncia de
antifingico (FIGURA 15 e TABELA 16). A auséncia de expressdo em C. krusei

também havia sido observada por Ortega et al. (2009).
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7 CONCLUSAO

O perfil eletroforético dos isolados permitiu identificar a presencga de albumina
remanescente no caldo de cultivo e sugerir a presenca de Sap entre outros
peptideos;

Os isolados foram 100% sensiveis a anfotericina B, voriconazol e
caspofungina. C. krusei ATCC 6258 foi resistente ao fluconazol, enquanto C.
glabrata ATCC 90030 e Candida complexo “psilosis” 210 foram sensiveis dose
dependente

O método quantitativo de determinacao da atividade proteolitica é trabalhoso,
mas apresenta maior sensibilidade de que o qualitativo, pois permite identificar e
quantificar baixos niveis de atividade proteolitica;

Todos os isolados se mostraram ativos quanto a atividade proteolitica de Sap,
guando analisados por avaliacdo quantitativa.

A maioria dos isolados de Candida spp. apresentaram atividade proteolitica
moderada (48%) e atividade metabdlica moderada (52%).

As atividades proteolitica e metabdlica dos isolados foram sutiimente
alteradas na presenca dos agentes antifingicos testados, principalmente frente ao
Fluconazol, que exerceu influéncia positiva sobre o0s percentuais citados.
Anfotericina B promoveu reducao, e até extincao de atividade proteolitica (método
qualitativo) e metabdlica dos isolados.

O isolado clinico Candida complexo “psilosis” 210 apresentou o perfil mais
preocupante, pois apesar de ter apresentado baixa atividade metabdlica, teve
sensibilidade reduzida ao fluconazol e a maior atividade proteolitica dentre os
isolados de Candida spp. analisados.

A expressédo de SAP2 em C. albicans ATCC 64548 foi reduzida na presenca
de ¥ da ICq de anfotericina B, no entanto, em C. krusei ATCC 6258 foi ausente em
todas as condicdes.

Ao analisar a proposta do trabalho pode-se concluir que as expectativas
vinculadas a realizagdo do mesmo foram alcancadas. Foi possivel demonstrar a
importancia de se compreender o papel da atividade de Sap como um mecanismo
envolvido na viruléncia de Candida spp.
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