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RESUMO

Candida albicans esta entre os principais patdgenos em infec¢bes flingicas invasivas de
ambiente hospitalar. Entre os fatores associados a sua viruléncia esta a expressao génica de
aspartato proteases secretadas (SAP). Nesse estudo, avaliou-se a expressdo dos genes SAP2,
SAP4, SAP9 e SAP10 em C. albicans SC5314 cultivadas na presenca ou auséncia de
anfotericina B, caspofungina e fluconazol e em interagdo com macrofagos (M¢). Os ensaios
de interagdo foram realizados com 108 macrofagos/mL e 107 C. albicans/mL pré-expostas ou
ndo a concentragdes inibitorias (IC) e subinibitérias de antifingicos, a 37°C sob atmosfera de
5% de CO2 por 1h. O RNA total das amostras foi extraido utilizando TRIzol® e o0s genes
foram quantificados por Reacdo em Cadeia de Polimerase quantitativa (QPCR) e sondas
TagMan™, C. albicans cultivada na presenca de concentragdes subinibitorias de anfotericina
B, caspofungina e fluconazol apresentou regulagdo positiva na expressdo de SAP2, SAP4,
SAP9 e SAP10, a expressdo génica foi maior em leveduras cultivadas em contato com 0s Mé.
C. albicans cultivada em % da IC para anfotericina B e em contato com M¢ apresentou um
aumento médio 235,8 vezes maior na expressao de SAP9, se comparada com amostras da
levedura cultivada na auséncia de macrofagos e antifungicos. C. albicans expostas a 1/8 da IC
de caspofungina e em contato com M¢ apresentou um aumento médio de 835,9 e 393,4 vezes
maior na expressdo de SAP2 e SAP4, respectivamente. Esses resultados mostram que

concentragfes subinibitdrias de antifingicos podem aumentar a viruléncia de C. albicans.
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Essas concentragdes tém sido utilizadas como tratamento sistémico empirico em pacientes
com risco para candidiase invasiva, bem como, pode ocorrer em falha terapéutica devido a
parametros farmacocinéticos/farmacodindmicos ou a ndo adesdo ao tratamento corretamente
com erros de dosagem ou tempo entre as doses. Compreender a expressdo desses genes na
patogénese fungica pode auxiliar na pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos para
candidiase.

Palavras-chave: Proteases asparticas secretadas; Caspofungina; Fluconazol; Anfotericina B;

Macrofagos; Fagocitos.

ABSTRACT

Candida albicans is among the main pathogens in invasive fungal infections of the hospital
environment. Among the factors associated with its virulence is the gene expression of
secreted aspartate proteases (SAP). In this study, we evaluated the expression of SAP2, SAP4,
SAP9 and SAP10 genes in C. albicans SC5314 cultured in the presence or absence of
amphotericin B, caspofungin and fluconazole and in interaction with Me. Interaction assays
were performed with 10° macrophages/mL and 107 C. albicans/mL exposed or not to
inhibitory and subinhibitory antifungal concentrations was cultured in RPMI-1640 medium
supplemented with fetal bovine serum and antibiotics at 37°C and 5% CO- for 1h. Total RNA
from the samples was extracted using TRIzol® and genes were quantified by Quantitative
Polymerase Chain Reaction (QPCR) and TagMan™ probes. C. albicans cultured in the
presence of subinhibitory concentrations of amphotericin B, caspofungin and fluconazole
showed positive regulation in the expression of SAP2, SAP4, SAP9 and SAP10, gene
expression was even higher in yeasts cultured in contact with M. The C. albicans sample
pre-cultured in ¥4 MIC for amphotericin B and in contact with M¢ showed a 235.8-fold
increase in the expression of SAP9 compared to samples of cultured yeast in the absence of
macrophages and antifungal. C. albicans exposed to 1/8 MIC for caspofungin and in contact
with Mo showed a mean increase of 835.9 and 393.4 times higher in the expression of SAP2
and SAP4, respectively, compared to samples of cultured yeast in the absence of macrophages
and antifungals. These results are of concern because they show that subinhibitory
concentrations of antifungals may increase the virulence of C. albicans. These concentrations
have been used as empirical systemic treatment for patients with risk factors for invasive
candidiasis as well as may occur in therapeutic failure due to pharmacokinetic/

pharmacodynamic parameters or non-adherence to treatment correctly with dosing errors or
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time between doses. In addition, understanding the expression of these genes in fungal
pathogenesis may aid in the research and development of new drugs for candidiasis.
Keywords: Secreted Aspartic Proteases; Caspofungin; Fluconazole; Amphotericin B;

Macrophages; Phagocytes.

INTRODUCAO

As infecgbes fangicas invasivas sdo um grave problema de salde publica,
principalmente em ambiente hospitalar, no qual a maior incidéncia deve-se ao género
Candida spp. (CORNISTEIN et al., 2013; BRAGA et al., 2018). A producdo de aspartato
proteases secretadas (Sap) por algumas espécies de Candida spp. pode estar relacionada com
0 aumento do namero de infeccdes e resisténcia aos medicamentos. Existe uma familia de 10
genes SAP, sendo que SAP2 é o gene mais comumente expresso em Candida albicans, SAP4
estd associado a formacdo de hifas que podem contribuir para a invasdao dos tecidos
hospedeiros e destruicdo de macréfagos, e SAP9 e SAP10 estdo ligas a superficie fangica
(NAGLIK et al., 2008; THOMPSON; CARLISLE; KADOSH, 2011).

Algumas espécies de Candida spp. podem viver em equilibrio com a microbiota do
hospedeiro sem causar-lhe nenhum dano, entretanto, alteracfes na imunidade do hospedeiro,
lesBes de pele ou variagdes da microbiota causadas por antibidticos podem mudar o estado de
comensalismo para patogenicidade (PIROFSKI; CASADEVALL, 2009; HA et al., 2011; DA
SILVA DANTAS et al., 2016). A imunidade protetora contra fungos patogénicos envolve
diversas moléculas e células das quais destacam-se os fagdcitos como neutrdfilos e
macrofagos que sdo importantes fatores na defesa do hospedeiro contra infeccBes por
Candida spp. (KAUR; MA; CORMACK, 2007; HA et al.,, 2011). Entretanto, quando o
sistema imune ndo é capaz de impedir a infeccdo faz-se necessario a utilizacdo de
antifngicos para inibir o crescimento de C. albicans (VOLMER; SZPILMAN; CARREIRA,
2010). O Objetivo desse estudo foi avaliar a expressao dos genes SAP ap6s exposicao de C.
albicans a antifingicos e interacdo com fagocitos.

MATERIAS E METODOS
Células fungicas

A linhagem C. albicans SC5314, que estava mantida a -80°C, foi cultivada em agar

Sabouraud Dextrose por 24 horas a 37°C, e posteriormente, foram preparadas suspensdes com
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10° células/mL em 20,0 mL de caldo Yeast Carbon Base suplementado com 0,2% (m/v) de
soro albumina bovina (YCB-BSA) ou em caldo Yeast extract — Peptone — Dextrose (YPD),
para avaliar possiveis alteracdes de crescimento e expressdo génica em diferentes meios de
cultura. Adicionalmente, os isolados foram cultivados também na presenca da MICgy e ¥4 da
MICgo de anfotericina B, MICso e % da MICso de fluconazol e 1/8 da MICso de caspofungina.
As culturas foram incubadas por 24 horas a 37°C e 180 rpm. Apds o cultivo, as culturas foram
transferidas para tubos de centrifuga estéreis, centrifugadas a 4000 rpm e por 4 minutos e 0
sobrenadante descartado. As células foram lavadas com agua esteéril e utilizadas no ensaio de

interacdo patdgeno-hospedeiro.

Fagocitos

As células monociticas humanas de origem leucémicas (THP-1) foram cultivadas em
RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, e antibidticos. Para diferenciacdo
dos mondcitos em macrofagos, 10° células THP-1 foram cultivadas em RPMI-1640
suplementado e 100 nM de forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) por 48 horas.

Interacdo patdgeno-hospedeiro

12 grupos de C. albicans foram cultivados na auséncia ou na presenga dos
antifangicos anfotericina B, fluconazol e caspofungina, e em interacdo ou ndo com
macrofagos (MOI 10), por 1h, a 37°C e 5% de CO2. Ao final, utilizou-se 4gua pH 11 por 8
minutos para lizar as células fagociticas e liberar as células de C. albicans que foram

internalizadas.

Extracdo, purificacdo e amplificacdo de RNA

O RNA das amostras foi extraido usando TRIzol® Reagente (Ambion™), segundo
protocolo do fabricante, purificado com DNase | (Desoxirribonuclease I, Promega), e
convertido em cDNA, utilizando o kit e enzima Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase (M-MLV RT) (Promega).

Reacédo em cadeia de polimerase quantitativa em tempo real (QPCR)
Para gqPCR foram utilizadas sondas de hidrdlise duplamente marcadas do tipo
TagMan, que possuem o fluoréforo 6-FAM na extremidade 5° e o quencher lowa Black® FQ

na 3’°. A sequéncia dos primers utilizados para detectar os genes SAP2, SAP4, SAP9 e SAP10
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estdo disponiveis em Naglik et al. (2008), o gene ACT1 foi utilizado como gene normalizador.
Os resultados foram analisados pelo método do Cr comparativo (224€T) utilizado para
analisar as alteracOes relativas na expressdo do gene a partir de experimento quantitativo de
gPCR (NAGLIK et al., 2008; STANISZEWSKA et al., 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

C. albicans expostas as concentracdes inibitorias minimas (CIM) dos antifingicos
mostraram menor aumento na expressdao dos genes pesquisados, entretanto, a levedura
cultivada na presenca de concentrages subinibitorias de anfotericina B, caspofungina e
fluconazol apresentou regulagéo positiva na expressdo dos genes SAP2, SAP4, SAP9 e SAP10.
A qual foi em média 5,33 vezes maior em leveduras em interacdo com M¢, se comparada as
leveduras que ndo entraram em contato com M¢. Todos 0s quatro genes pesquisados foram
100 vezes mais expressos em C. albicans ap6s exposicdo a ¥ da MICso de fluconazol e
interacdo com fagocitos. C. albicans pré-cultivada em % da MIC para anfotericina B e em
contato com M¢ apresentou aumento medio 235,8 vezes maior na expressao de SAP9, se
comparada com amostras da levedura cultivada na auséncia de macréfagos e antifangicos. C.
albicans expostas a 1/8 da MIC para caspofungina e em contato com M¢ apresentou um
aumento médio de 835,9 e 393,4 vezes maior na expressdo de SAP2 e SAP4, respectivamente,
se comparada com amostras da levedura cultivada na auséncia de macrofagos e antifingicos
(FIGURA 1).

Semelhantemente, Barelle et al. (2008) mostraram que C. albicans exposta ao
fluconazol teve regulacdo positiva dos genes SAP4, SAP5 e SAP6, respectivamente, por uma
média de 5,2 vezes, 3,5 vezes e 4,9 vezes. Copping et al.(2005) também verificaram aumento
da expressdo de SAP2 e SAP9 apds exposicdo ao fluconazol e caspofungina. No estudo de
Theberge et al. (2013) C. albicans mostrou aumento na expressao de SAP2 e SAP4 apds
exposicédo a anfotericina B.

Revista Farmacia Generalista / Generalist Pharmacy Journal, v. 1, n. 2, p. 1-9, 2019.
ISSN 2675-1364



Figura 1 — Expressdo génica diferencial de aspartato proteases secretadas (SAP2, SAP4, SAP9 e
SAP10) em Candida albicans cultivada na presenca ou auséncia macrdéfagos e expostas ou ndo a
antifangicos, incubadas a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO2 por 1 hora.
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Legenda: (A): Ensaio com exposi¢do aos antifungicos no meio YCB-BSA; (B): Ensaio com exposi¢cdo aos
antifungicos no meio YPD. C: Candida albicans; C 1/4MIC Anfo: C. albicans cultivada na presenga de 0,031
pa/mL (Ya da MICgp) de anfotericina; C MIC Anfo: C. albicans cultivada na presenca de 0,125 pg/mL (MICg)
de anfotericina; C 1/4MIC Fluco: C. albicans cultivada na presenga de 0,031 pg/mL (Y2 da MICso) de
fluconazol; C MIC Fluco: C. albicans cultivada na presenga de 0,125 pg/mL (MICsp) de fluconazol; C 1/8MIC
Caspo: C. albicans cultivada na presenca de 0,008 pg/mL (1/8 da MICsg) de caspofungina; CM: C. albicans
cultivada na presenga de macrofagos; CM 1/4MIC Anfo: C. albicans cultivada na presenca de macréfagos e
0,031 pg/mL (Ya da MICqg) de anfotericina; CM MIC Anfo: C. albicans cultivada na presenca de macréfagos e
0,125 pg/mL (MICg) de anfotericina; C. albicans cultivada na presenca de macréfagos e 0,031 pg/mL (Y4 da
MICsp) de fluconazol; C MIC Fluco: C. albicans cultivada na presenca de macrofagos e 0,125 pg/mL (MICs) de
fluconazol.

CONCLUSOES

O contato entre C. albicans e macrofagos aumenta a expressdo dos genes SAP,

principalmente apos exposicdo a concentragdes subinibitdrias dos antifngicos anfotericina B,

Revista Farmacia Generalista / Generalist Pharmacy Journal, v. 1, n. 2, p. 1-9, 2019.
ISSN 2675-1364



caspofungina e fluconazol. Esses resultados mostram que 0 uso de doses subinibitérias de
antifungicos como profilaxia, bem como, falha terapéutica devido a pardmetros
farmacocinéticos / farmacodindmicos ou a ndo adesdo ao tratamento corretamente com erros
de dosagem ou tempo entre as doses, podem favorecer a viruléncia de C. albicans.
Compreender a expressao desses genes na patogénese fungica pode ajudar na pesquisa e
desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento de candidiases, contribuindo
assim para a reducdo da incidéncia de morbidade e mortalidade associada a infec¢des fangicas

invasivas.
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