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A infeccdo por Candida spp. em humanos pode se apresentar de
variadas formas, que vao desde de uma infeccado superficial e branda, até
qguadros sistémicos invasivos que podem levar o paciente a morte. A alta
prevaléncia desta infeccdo em pacientes imunocomprometidos como
portadores do HIV tem estimulado pesquisas com 0 objetivo de esclarecer os
fatores de viruléncia que podem aumentar a patogenicidade deste
microrganismo. O inibidor de proteases leucocitarias secretadas (SLPI) € uma
proteina enddgena, presente em secre¢cdes mucosas como saliva, leite e
sémen, com o poder de inibir a atividade de um grande numero de proteases.
Além de seu papel inibitério, a proteina SLPI apresenta uma importante
atividade antimicrobiana, inclusive sobre fungos. Por este motivo, 0 objetivo do
presente estudo foi analisar o efeito dessa proteina sobre o crescimento e 0s
processos bioldgicos que podem interferir na patogenicidade de Candida
albicans.

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas duas cepas de C.
albicans, uma cepa isolada da mucosa oral de um paciente portador do HIV
resistente ao fluconazol e uma cepa ATCC 24433. Inicialmente foi investigada
a concentracdo minima inibitéria (MIC) e fungicida (MFC) da proteina SLPI
sobre as cepas testadas. Os resultados obtidos de MIC e MFC foram
relativamente semelhantes apontando para uma atividade primariamente
fungicida e dentro dos padrdes fisiologicos de secre¢do. A proteina SLPI age
sinergicamente com a nistatina, aumentando o efeito deste antifungico em
20%.

Em relacdo a interferéncia da SLPI nos processos biolégicos

relacionados na viruléncia do isolado clinico de C. albicans, nossos resultados



demonstraram que: (1) a atividade de serina proteinases secretadas por C.
albicans foi significativamente inibida pela acdo da SLPI; (2) a morfo
diferenciacdo em tubo germinativo foi significativamente regulada por essa
proteina; (3) a SLPI aumentou significativamente a hidrofobicidade da
superficie celular (4) a formacédo de biofilme sob a influéncia direta da SLPI foi
significativamente reduzida em 38% (5) a andlise por citometria de fluxo sugere
a existéncia de sitios de ligacdo para a proteina SLPI na superficie de C.
albicans, de maneira dose dependente; (6) o tratamento com 80 yM de SLPI
aparentemente reduziu a expressdao de manoproteinas na superficie das
leveduras de C. albicans em 20%; (7) pela analise por microscopia eletrénica
de transmissédo foi possivel identificar alteragfes ultraestruturais significativas
nas células tratadas com SLPI, como o esvaziamento citoplasmatico e a
presenca de estruturas membranares no interior do citoplasma.

Os resultados obtidos indicam um importante efeito biolégico da proteina
SLPI em C. albicans, o que pode ser promissor para a criacdo de novas

metodologias de controle e de tratamento para a candidiase.

Palavras-chave: Candida albicans, SLPI, Fatores de viruléncia, Biofilme,

Antifangico, Inibidor de protease
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Candidiasis in humans can occur in many forms, ranging from a mild
disease to a severe systemic infection that can lead patients to death. The high
prevalence of this disease in immunocompromised individuals such as HIV
patients have stimulated studies focused on elucidating virulence factors that
may increase the pathogenicity of this microorganism. The secretory leukocyte
protease inhibitor (SLPI) is an endogenous protein present in mucosal
secretions such as saliva, milk and semen, which can inhibit the activity of a
large number of proteases. In addition to its inhibitory role, SLPI has a valuable
antimicrobial, including antifungal activity. Therefore, the objective of this study
was to analyze the effect of this protein on growth and biological processes that
may interfere with the pathogenicity of Candida albicans

In this study, we used two strains of C. albicans, one strain resistant to
fluconazole isolated from the oral mucosa of a patient with HIV and the ATCC
24433 strain. Initially we investigated the minimum inhibitory (MIC) and
fungicidal (MFC) concentration of SLPI on the test strains. The results of MIC
and MFC were relatively similar pointing to a primarily fungicidal activity within
the physiological patterns of secretion. Furthermore, SLPI acted synergistically
with nystatin, increasing the antifungal effect up to 20%.

Regarding the SLPI influence on biological processes related to the
virulence of the clinical isolate of C. albicans, our results showed that: (1) the
activity of serine proteinases secreted by C. albicans was significantly inhibited
by SLPI; (2) the germ tube differentiation of C. albicans was significantly
regulated by this protein; (3) the SLPI increased cell surface hydrophobicity
significantly; (4) biofilm formation under the direct interference of SLPI was
reduced in 38%; (5) the analysis by flow cytometry suggests the existence of
binding sites for SLPI on the surface of C. albicans, in a dose dependent

manner; (6) treatment with 80 mM of SLPI has successfully reduced the
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expression of mannoproteins on the surface of the yeasts in 20%, and (7) the
analysis by transmission electron microscopy showed ultrastructural alterations
on cells treated with SLPI, such as cytoplasmatic emptiness and the presence
of cytoplasmic membrane structures within the cytoplasm.

Therefore, our results indicate an important biological effect of SLPI
protein in C. albicans, which can be promising for the development of new

methods of control and treatment for candidiasis.

Keywords: Candida albicans, SLPI, Virulence factors, Biofilm, Antifungal,

Protease inhibitor
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1-INTRODUCAO

1.1- Candidaspp. e Candidiase

O género Candida pertence a familia Cryptococcaceae da classe
Ascomycetes do filo Ascomycota. Esse microrganismo € caracterizado por seu
aspecto leveduriforme arredondado ou oval medindo aproximadamente 3,0 um
e por se reproduzir assexuadamente por brotamento ou gemulagdo (GUARRO,
1998). As espécies do género Candida sdo ubiquas e facilmente isoladas no
ambiente. Dentre as mais de 200 espécies descritas, aproximadamente 20
estdo associadas as infecgcbes humanas e animais, dentre elas Candida
albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei e C. guillermondii
(CALDERONE, 2002). Esses microrganismos sao conceituados como
patdgenos oportunistas que, em humanos, vivem de forma comensal em
inUmeros sitios anatémicos, como a cavidade oral, o trato gastrointestinal, o
epitélio broncotraqueal, a mucosa anal e vaginal, assim como demais sitios
cutaneos de individuos saudaveis (SOLL, 2002).

O aumento da incidéncia de infec¢des originadas por fungos como a
candidiase tem sido continuamente documentado nas duas ultimas décadas,
provavelmente devido ao aumento do numero de individuos suscetiveis a
essas infec¢cdes, como pacientes portadores de imunossupressao induzida,
como transplantados ou imunossupressao adquirida, como portadores de
imunodeficiéncias primarias e HIV (PFALLER & DIEKEMA, 2007). Além disso,
0 aumento da expectativa de vida na populacdo mundial e o desenvolvimento
de antibidticos com espectro de acdo cada vez maiores contribuem
significativamente para essa situacdo (JAHAGIRDAR & MORRISON, 2002;
CANUTO & RODERO, 2002)

A infeccdo por Candida spp. em humanos pode se apresentar de
variadas formas, desde uma infeccdo superficial e branda, até quadros
sistémicos invasivos e graves que podem levar o paciente a morte (ODDS,
1988). Essa variacao na patogenicidade se deve, em grande parte, aos fatores

de viruléncia do fungo que podem determinar o curso da infeccdo. De forma
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geral, as candidiases de superficies podem se apresentar como cutanea,
mucocutanea, orofaringea, vaginal e onicomicose (MASUR, ROSEN &
ARMSTRONG, 1977). Dentre essas formas, a candidiase orofaringea é a
infeccdo fungica oportunista mais frequiente em pacientes infectados pelo virus
da imunodeficiéncia adquirida (HIV), e foi estimado que mais de 90% desses
pacientes desenvolvem com frequéncia esta infeccdo debilitante durante a
progressdo da doenca (IMBERT-BERNARD et al., 1994; FIDEL, 2006). Em
pacientes pediatricos infectados pelo HIV, a candidiase € a lesdo oral mais
comumente observada (RAMOS-GOMEZ et al., 2000; PORTELA et al., 2004)
sendo reportado que cerca de 20 a 70% desses pacientes mostram sinais
clinicos de candidiase oral, marcador importante e indicativo da disfungéo
imunologica progressiva e do avanco da doenca AIDS (WILLIAMS & LEWIS,
2000; KLINE, 1996).

1.2- Dimorfismo

Os mecanismos de patogenicidade desenvolvidos por espécies de
Candida sao responsaveis pelo sucesso da colonizacdo ou infeccdo do
hospedeiro. C. albicans, em particular, desenvolveu um conjunto efetivo de
fatores de viruléncia e estratégias especificas que podem determinar o curso
da infeccdo (CUTLER, 1991; ODDS, 1994). Embora muitos fatores sejam
sugeridos como atributos de viruléncia para C. albicans, a converséo
morfoldégica do microrganismo para a forma filamentosa (dimorfismo), o
reconhecimento de moléculas de superficie, a mudanca fenotipica e a
producdo de enzimas hidroliticas extracelulares, como as proteases secretadas
tém sido as mais bem estudadas até hoje (KRETSCHMAR et al.,, 1999;
NAGLIK, CHALLACOMBE & HUBE, 2003).

Enquanto as barreiras fisicas e o sistema imune do hospedeiro sao
condi¢cbes cruciais para a manutencdo do estagio comensal do fungo, alguns
atributos relacionados a viruléncia fungica podem ser expressos e requeridos
dependendo do sitio de instalacdo, do estigio de invasdo e da natureza da
resposta do hospedeiro (ODDS, 1994). Nesse sentido, o dimorfismo

encontrado em C. albicans contribui significativamente para o aumento da
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viruléncia e consequente instalacdo da infeccdo fangica (KUMAMOTO &
VINCES, 2005).

Diferentes formas morfolégicas podem ocorrer durante a diferenciacéo
de C. albicans. As hifas e as pseudo-hifas sdo consideradas as formas
invasivas desse fungo, e podem promover penetracdo tecidual durante os
estagios iniciais da infec¢do, enquanto as leveduras sdo encontradas na
disseminagdo sanguinea (SUDBERY, GROW & BERMAN, 2004). Existem
ainda, varias moléculas de adesédo encontradas na superficie das formas
filamentosas que ndo sdo expressas na superficie de leveduras, e estas podem
representar importante papel para o fenétipo de viruléncia (GALE et al., 1998).
Além disso, a formacao de hifas pode contribuir para 0 mecanismo de escape
do sistema imunoldgico, por facilitar a evasdo do macrofago ou de células
epiteliais apés a fagocitose (PHAN, BELANGER & FILLER, 2000).

Os fungos se utilizam de uma via conservada comum para regular sua
diferenciacdo fenotipica e sua viruléncia. Em relacdo a morfodiferenciacdo de
C. albicans, os genes gque modulam esta habilidade sdo co-regulados por
genes que codificam fatores de viruléncia conhecidos desse microrganismo,
como a secregcdo de proteases e a expressao de adesinas (KOBAYASHY &
CUTLER, 1998). Consequentemente, a capacidade de diferenciagcdo de
levedura para hifa, em resposta a fatores ambientais, é considerada inerente a
viruléncia de Candida (LANE et al., 2001; CHEN et al., 2002).

1.3- Enzimas Proteoliticas

7z

A producdo de proteases por C. albicans também é considerada um
importante fator de viruléncia relacionado a interacdo do fungo com as células
do hospedeiro (NAGLIK et al., 2004). Estas enzimas possibilitam a invasao do
epitélio, seja pela degradacdo de proteinas da matriz extracelular, seja pela
inativacdo do sistema imunologico, através da hidrdlise de anticorpos e de
proteinas do sistema complemento (NAGLIK, CHALLACOMBE & HUBE, 2003).
Desta forma, a presenca de proteases secretadas favorece o desenvolvimento
da infeccao por C. albicans, seja pela degradagédo de componentes do tecido
epitelial, como colageno, queratina e mucina (MORSCHHAUSER et al., 1997;
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KUMAR, KUMAR & MENNON, 2006) ou de proteinas imunolégicas como
imunoglobulinas G e A e proteinas do complemento (KAMINISHI et al., 1995).

A secrecdo de proteases por Candida albicans €é um fator
conhecidamente associado ao aumento da viruléncia desse microrganismo,
desta forma, inibidores dessas enzimas, aparentemente, sdo capazes de
reverter ou amenizar esse efeito. Por esse motivo, 0 uso terapéutico de
inibidores de proteases tem sido sugerido como uma alternativa potencial para
o controle e o0 manejo das infec¢des originadas por este fungo (GAUWERKY,
BORELLI & KORTING, 2009). A producédo e secrecdo de proteases nao sao
exclusivas de C. albicans. As aspartico proteases secretadas (SAPS),
normalmente expressas por C. albicans, também foram evidenciadas em C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata (HUBE, 2000; PICHOVA et al., 2001;
YANG, 2003). Através de microscopia eletrbnica de transmissao empregando
anticorpo anti-Sap 1-3 marcados com ouro coloidal, SCHALLER e
colaboradores (1999) identificaram o sitio de contato entre C. albicans e células
do epitélio, e sugeriram que essa classe de enzimas € responsavel ou pelo
menos facilitadora da instalacdo e infeccdo do fungo no hospedeiro. Assim
sendo, a inibicdo da atividade das proteases secretadas por Candida spp. pode
ser uma alternativa eficiente no controle e no tratamento de infeccbes
causadas por estes microrganismos. A busca por inibidores enddgenos e
naturais destas enzimas deve colaborar para a criacdo de novas terapias para
o tratamento e prevencdo da candidiase, principalmente por contornar a
refratariedade terapéutica e impedir os mecanismos conhecidos de resisténcia
aos agentes antifungicos existentes (HUBE et al., 2000; CHALLACOMBE et al.,
2006).

1.4- Parede Celular

Outro fator determinante para a instalacdo da infeccdo fungica é a
capacidade de adesdo as células do hospedeiro. Esta interacdo esta
diretamente relacionada as proteinas que constituem a parede celular e a
adesinas que se apresentam na superficie da célula fungica (CHAFFIN, 2008).

A parede celular de C. albicans é constituida aproximadamente de 80-

90% de carboidratos, sendo trés os constituintes basicos que representam a
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maior parte desses polissacarideos: os polimeros ramificados de glicose
contendo ligagcbes B-1,3 e B-1,6 denominados B-glucanas; os polimeros nao
ramificados de N-acetilglicosamina contendo ligacées f-1,4 (quitina) e
polimeros de manose ligados covalentemente as proteinas de superficie ou
glico[mano]proteinas (CHAFFIN et al., 1998). As caracteristicas da parede de
C. albicans séo proprias e distintas das demais espécies do género, como a
estrutura diferenciada da p-1,3 glucana, os mecanismos de biossintese
proprios da f-1,6 glucana, ambas constituintes da parede celular
(NIMRICHTER et al., 2005; RUIZ HERRERA et al., 2006).

As proteinas da parede celular se ligam covalentemente aos polimeros
microfibrilares de B-glucana de duas formas distintas, e por isso originam duas
classes de proteinas associadas a parede celular. Na primeira classe e mais
abundante, a qual pertence a maior parte das adesinas, as proteinas se ligam a
B-1,6 glucana através de uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) sendo
referidas como GPI-CWP (GPI Cell Wall Protein). Na segunda classe de
proteinas, essas se ligam diretamente a B-1,3 glucana sendo denominadas
proteinas Pir (Protein with Internal Repetitions) (CHAFFIN et al., 1998,
CHAFFIN, 2008).

As adesinas sdo proteinas dispostas em mosaico com varios dominios
com funcdes distintas. Sua localizacao na superficie externa da parede celular
determina a ordem desses dominios e conseqientemente a arquitetura da
proteina. Os dominios sao arranjados em um padréo regular, como se segue: a
regido N-terminal possui os dominios de ligacdo; uma porcéo central com um
dominio glicosilado rico em treonina (opcional); suportes N ou O-glicosilados
que elevam os sitios de ligagdo acima da superficie da parede celular e uma
regido C-terminal que regula as ligacées covalentes com a matriz da parede
celular através das ancoras de GPI (DRANGINIS et al., 2007). Véarias
estruturas atuam como ligantes para estas adesinas, inclusive moléculas
estruturais do hospedeiro, como proteinas da matriz extracelular (laminina,
fibronectina, coldgeno e vitronectina), e também proteinas séricas como
fibrinogénio e proteinas do complemento (CHAFFIN, 2008).

A hidrofobicidade da parede celular fungica é outra caracteristica de
extrema importancia por aparentemente aumentar a habilidade de interacdo do
microrganismo com o hospedeiro (HAZEN & HAZEN, 1987; HAZEN, 2004).
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Alteracdes nos constituintes da parede celular podem levar a uma transicdo no
padrdo da superficie celular de hidrofilico para hidrofébico e vice versa,
resultando em uma dréstica mudan¢ca na quantidade de energia liberada
durante a interagcdo com a célula do hospedeiro. Essa transicdo de padrdes
esta provavelmente associada a modificacdes no comprimento e na localizac&o
dos polimeros microfibrilares da camada externa da parede celular, que de
alguma forma impede ou promove 0 acesso do ligante ou do substrato as areas
hidrofébicas da superficie celular (HAZEN & HAZEN, 1992, GLEE,
SUNDSTORM & HAZEN, 1995).

1.5- Biofilme

A formacdo de biofilme por microrganismos sobre superficies inertes é
um fendmeno que tem sido extensivamente estudado na ultima década por
estar diretamente relacionado a patogenicidade desses organismos
(VERSTREPEN & KLIS 2006; THEIN et al., 2007). O biofilme formado por C.
albicans possui muita relevancia clinica, por tornar esses microrganismos
menos suscetiveis a terapia antimicrobiana tradicional, provavelmente pela
dificuldade fisica de difusdo do medicamento através do biofilme (BAILLIE &
DOUGLAS, 2000). A resisténcia a antifungicos promovida pela formacédo de
biofilmes por espécies de Candida é um fenbmeno que pode ser originado por
varios fatores (HAWSER & DOUGLAS, 1995; TUMBARELLO et al., 2007), tais
como: a formacdo de uma barreira fisica formada pela matriz polimérica
extracelular; a presenca de células resistentes, tolerantes ou com baixa
atividade metabdlica; a existéncia de diferentes fenotipos celulares dentro do
biofilme; a presenca de diferentes genes relacionados com 0S mecanismos
moleculares de resisténcia a antifungicos, e a formagdo de um micro-ambiente
com pouca acdo do sistema imunologico, o que dificulta a atividade dos

agentes antifungicos.

1.6- HIV/AIDS
Segundo a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), a epidemia de AIDS

continua sendo o maior desafio global de saude publica. Atualmente,

determinados paises, que mantinham seus indices de novas infec¢des estaveis
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ou declinando, vivenciam um aumento na incidéncia de novas infeccbes. De
acordo com os relatorios publicados no boletim da UNAIDS/WHO (2009), ha
uma média de 33.4 [30.6 - 36.1] milhdes de pessoas infectadas pelo HIV em
todo o mundo, tendo havido 2.7 [1.8 - 4.1] milhdes de casos apenas em 2008,
quando a infeccao foi responsavel por dois [1.9 — 2.4] milhdes de mortes
(UNAIDS, 2009). Apesar dos altos numeros que estimam 7400 novas infec¢des
e 5500 ébitos a cada dia, uma discreta reducdo no numero de novas infecgdes
foi evidenciada em nivel global. A prevaléncia de portadores do virus se
mantem estavel nos ultimos anos, provavelmente devido ao aumento da
sobrevida dos individuos infectados. Isto pode ser explicado pelo advento da
Terapia Anti-Retroviral Combinada ou HAART (Highly Active Antiretroviral
Therapy), que possui como caracteristica a administracdo conjunta de agentes
antiretrovirais associados a um ou mais medicamentos inibidores de proteases
(CHEARSKUL et al., 2006).

No Brasil foram notificados pelo Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo (SINAN) em associacdo com fontes de informacbes
complementares (Sistema de Informacao de Exames Laboratoriais (SISCEL)) e
Sistema de Informagéo sobre Mortalidade (SIM) um total de 474.273 casos de
AIDS, no periodo de 1980 até junho de 2007. Apenas em 2005 foram
notificadas 35.965 novas infec¢des, 0 que representa uma taxa de incidéncia
de 19,5/100.000 habitantes, e até 2006 foram acumulados 192.709 Obitos em
decorréncia da AIDS demonstrando um coeficiente de mortalidade de
6,0/100.000habitantes  (www.aids.gov.br/SISCEL  acesso fev  2008;
www.datasus.gov.br/catalogo/sim, acesso mar 2008)

As manifestagbes orais estdo entre os indicadores iniciais mais
importantes da infeccdo pelo HIV. Algumas lesbes intra e periorais sao
comumente identificadas em pacientes infectados, tanto em paises
desenvolvidos como em paises em desenvolvimento. Entre essas lesdes
encontram-se a candidiase orofaringea, a leucoplasia pilosa, o sarcoma de
Kaposi, o eritema gengival linear, a gengivite ulcerativa necrosante, a
periodontite ulcerativa necrosante e o linfoma ndo Hodgkin. A leucoplasia
pilosa e a candidiase orofaringea pseudomembranosa possuem uma

incidéncia extremamente alta nesses pacientes, e por isso, freqientemente séo

22



usadas como fatores classificadores e preditivos da infeccdo (LASCALA,
MOUSSALI & DUARTE 1995; TAPPUNI et al., 2001).

De todas as co-infecgOes e infecgOes oportunistas associadas ao HIV,
as originadas por Candida spp. sdo as mais estudadas até hoje, tanto em
criancas quanto em adultos. Em 2006, a 52 Reunido sobre Saude Oral em
AIDS, definiu que as lesdes orais, particularmente a candidiase orofaringea
estao diretamente ligadas ao aumento da carga viral do paciente, e sugeriu que
estudos e pesquisas sobre peptideos e proteinas enddgenos com atividade
antifangica podem colaborar para o desenvolvimento de novas terapias para o
controle e tratamento da candidiase em pacientes infectados (CHALLACOMBE
et al., 2006).

O uso da HAART fez com que a prevaléncia de lesbes orais em
pacientes infectados pelo HIV, principalmente a candidiase oral, a leucoplasia
pilosa e a periodontite ulcerativa necrosante aguda fossem bruscamente
diminuidas (PATTON et al., 2000; MIGLORATI, BIRMAN & CURY, 2004; WHO,
2005; CEPEDA et al, 2008), provavelmente em consequéncia da
reconstituicdo do sistema imunolégico. Além disso, medicamentos inibidores de
protease utilizados na terapia de controle de HIV como Ritonavir e Saquinavir,
aparentemente sdo capazes de inibir a adesdo de C. albicans as células do
endotélio (FALKENSAMMER et al., 2007), bem como alterar a habilidade de
dimorfismo desses fungos (MELO et al., 2006).

Muitos inibidores de protease utilizados na terapéutica de controle do
HIV possuem atividade antifiungica em altas concentragdes. Os alvos desses
inibidores sdo as aspartico proteases (SAPs), que formam uma familia de
enzimas cujos alguns subtipos sdo produzidos por Candida spp. Apesar da
secrecéo de protease ser considerada um fator de viruléncia determinante para
a infeccdo em mucosas por C. albicans, os inibidores de protease por si so,
sem a combinagdo com outros agentes antiretrovirais aparentemente ndo séo
capazes de reduzir a incidéncia de candidiase orofaringea (BACCAGLINI et al.,
2007).
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1.7- Terapia Antifungica

A limitacio no numero de agentes antifangicos disponiveis
comercialmente dificulta sobremaneira a erradicacdo das infeccfes originadas
por essa classe de microrganismos (GULSHAM & MOYE-ROWLEY, 2007). Por
muitos anos, 0s Unicos medicamentos disponiveis para o tratamento das
infeccdes fungicas foram os poliénicos, contando apenas com o desoxicolato
de anfotericina B como “padréo ouro” para os quadros invasivos, apesar da sua
alta toxidade. No inicio da década de 90, a elaboragéo da primeira geracdo dos
triazolicos (Fluconazol e Itraconazol) mudou a epidemiologia das infec¢des por
Candida spp. por oferecer novas opc¢oes de prevencao e de tratamento (HOPE
et al., 2008). Entretanto, 0 uso extensivo desses novos agentes antifiungicos
resultou na selecdo de espécies resistentes, 0 que leva a necessidade de
elaboracdo de novas modalidades de tratamento e da combinagédo empirica de
terapias, que conta com o efeito sinérgico entre 0s agentes existentes
administrados em combinacao (PETRIKKOS & SKIADA, 2007).

A infeccdo fungica por cepas resistentes ao fluconazol ou
multiresistentes pode estar associada a condigdes ambientais permissivas, a
pressdo antifUngica seletiva e ao aumento do numero de pacientes
imunocomprometidos que utilizam antifingicos derivado de azlis
continuamente (SANGLARD & ODDS, 2002). Os mecanismos de resisténcia
aos azéis sao distintos e incluem a reducao no acumulo intracelular da droga, o
efluxo do medicamento, a diminuicdo da permeabilidade da membrana e a
alteracdo da lanosterol 14-a-dimetilase e de outras enzimas da via do
ergosterol (CANUTO & RODERO 2002; PRASAD, PANWAR & SMRITI, 2002).

O desenvolvimento de novos agentes antifungicos aumentou em 30% a
partir do ano 2000, destacando-se dois triazdlicos (voriconazol e posaconazol)
e trés equinocandinas (anidulafungina, caspofungina e micafungina) que
tiveram suas licencas liberadas para o uso no tratamento e na profilaxia de
infeccdes fungicas (THOMPSON et al., 2009). As equinocandinas possuem um
mecanismo unico de ac¢do, a partir da inibicdo da p-1,3-D-glucana sintase,
impedindo, desta forma, a sintese regular de B-1,3glucana, estrutura especifica
da parede celular fungica. Esta seletividade leva a uma diminui¢cdo drastica da

toxidade terapéutica, e permite que as equinocandinas sejam administradas
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com mais seguranca em pacientes com comprometimento da funcéo renal e
hepética. Apesar da alta seletividade, as equinocandinas ndo possuem
atividade contra Zigomicetos e Cryptococcus spp. e sua absorcéo oral € muito
pobre (PLAYFORD, EGGIMANN & CALANDRA, 2008).

A descoberta de novos esquemas terapéuticos e o desenvolvimento de
novos agentes antifngicos criam uma expectativa promissora para 0
tratamento das micoses, em particular das originadas por organismos
refratarios. Dentre os agentes antifUngicos ainda em desenvolvimento, se
destacam os novos poliénicos como o SPK-843 e a arylamidina T-2307; os
novos triazélicos como o isavuconazol, além do analogo da ambruticina, do
beta aminoécido Icofungipen e do inibidor da p-1,6-glucana sintase
(Pyridobenzimidazol) (ESPINEL-INGROFF, 2009).

Além dos agentes antifungicos em desenvolvimento, novas propostas
terapéuticas criam grande expectativa pelo imenso potencial para a criacao de
novos esquemas terapéuticos e profilaticos das infec¢des fungicas, dentre elas
destacam-se: a terapia com anticorpos monoclonais; a terapia com acidos
graxos; 0 sinergismo ente drogas convencionais e modificadas; o uso de
peptideos antimicrobianos e o uso de inibidores de proteases (pleofunginas, os
inibidores da elastase, da GMP sintase, da poliadenosina polimerase, da
quitina sintase e das fosfolipases) (ESPINEL-INGROFF, 2009).

Em geral, os agentes antimicrobianos sintéticos atuam em baixa
concentracdo e sao direcionados a proteinas ou alvos especificos do
microrganismo. Essas caracteristicas possibilitam o desenvolvimento rapido de
resisténcia microbiana por selecionar cepas que podem alterar seus alvos
especificos de ligacdo, bem como diminuir o acumulo intracelular através do
efluxo do agente (CANUTO & RODERO, 2002). Substancias antimicrobianas
enddégenas sao normalmente catibnicas, tendo como alvo a membrana
anibnica microbiana, como consequéncia ocorre a reducdo do potencial da
membrana plasmatica microbiana, levando a um distarbio do balanco osmaético
com prejuizo dos processos bioldgicos, e conseguinte morte celular. Desta
forma, a regulacdo de processos inflamatérios e infecciosos por agentes
endodgenos pode ser mais eficiente que a elaborada por agentes sintéticos
(PESHEL & SAHL, 2006).
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Desta forma, o uso de substancias enddgenas como peptideos
antimicrobianos e inibidores enzimaticos pode ser justificado, ndo s6 pelo seu
amplo espectro de acédo, o que diminui virtualmente o desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia, mas também pelo fato de serem produzidos
constitutivamente, por ndo ocasionarem efeitos adversos e por serem
secretados diretamente sobre os sitios infectados e em grandes quantidades
(TJABRINKA et al., 2005). Os estudos de SORENSEN e colaboradores (2006)
evidenciaram um aumento na expressao de peptideos antimicrobianos e de
inibidores enzimaticos enddgenos, como o inibidor de proteases leucocitarias
secretadas (SLPI) em lesdes cutaneas estéreis induzidas artificialmente,
indicando dessa forma o papel fisiologico desses agentes na resolucao dessas

lesdes.

1.8- Inibidor de Proteases Leucocitarias Secretad4SLPI)

O inibidor de proteases leucocitarias secretadas (SLPI) é uma proteina
de duplo dominio com o poder de inibir a atividade de um grande nimero de
proteases, estavel em meio acido, e presente em diversas secre¢cfes mucosas
como saliva, leite, sémen, entre outras (FRANKEN, MEIJER & DIJKMAN, 1989;
MOUTSOPOULOS et al 2006). A SLPI é uma proteina catibnica, nao
glicosilada, formada por 107 aminoacidos, de baixo peso molecular (11,7kDa),
composta por dois dominios homoélogos com 8 radicais cisteina cada e 4
pontes dissulfeto (Figura 1), e com propriedades inibitdrias presentes em
ambos os dominios (EINSBERG et al., 1990; TOMPHSON & OHLSSON 1986;
BARANGER et al., 2008; MOUREAU et al., 2008). A SLPI ou antileucoprotease
(ALK) (TOMEE et al., 1997) ou inibidor de protease de baixo peso molecular
(LMI) (KRAMPS et al., 1989) entre outras denominacdes, € reconhecido como
o maior inibidor da elastase secretada por neutréfilos ou elastase leucocitaria.
Além de secretado, este inibidor se apresenta sob forma inativa no citoplasma
de neutrofilos, provavelmente com o objetivo de protecdo da célula contra o
extravasamento enzimatico dos granulos azurofilicos (SALLENAVE et al.,
1997). Os niveis sistémicos de SLPI séo relativamente baixos se comparados

aos inibidores de serina proteases séricos como a-1 anti-tripsina e -2
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macroglobulina. Desta forma, acredita-se que sua real acdo ocorra em nivel
local (ASHCROFT et al., 2000).

SLPI

domain 2

Figura 1: Diagrama esquematico, mostrando as estruturas do Inibidor de
proteases leucocitarias secretadas (SLPI) na mesma orientacdo espacial. Na
figura superior, as superficies moleculares da SLPI estao coloridas de acordo
com o seu potencial eletrostatico (azul para regides positivas e vermelho para
regides carregadas negativamente). Na figura abaixo, as estruturas 3D da SLPI
sdo representadas por um diagrama em fita (as pontes dissulfeto de cada
dominio estéo coloridas em amarelo). Fonte: MOREAU et al. (2008).
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A SLPI é produzida a partir das células acinares das glandulas
submucosas e pelas células epiteliais de revestimento das superficies
mucosas, bem como por neutrofilos, macrofagos (FRANKEN, MAIJER &
DIJKMAN, 1989; LAI et al.,, 2004) e células B (NAKAMURA et al., 2003). A
producdo dessa proteina pelas células epiteliais € continua e a sua
concentracéo nas diversas secregdes externas se apresenta de forma bastante
diversa (CHATTOPADHYAY et al.,, 2004; TIABRINGA et al., 2005; JANA,
GRAY & SHUGARS, 2005). Os estudos de JIN e colaboradores (1997)
demonstraram que a expressao de SLPI em macrofagos é variavel e pode ser
significativamente inibida pela presenca de gama interferon (INFy) e induzida
pelo lipopolissacarideo (LPS) bacteriano (TOMEE et al., 1998). Os tecidos que
estdo em contato constante com a proteina SLPI parecem estar protegidos
contra a acao litica tanto da elastase quanto de diversas enzimas proteoliticas
(EINSBERG et al., 1990), o que demonstra seu papel protetor contra a
protedlise tecidual e sua associacao direta com o processo de cicatrizacao
epitelial (ASHCROFT et al.,, 2000, ANGELOV et al.,, 2004). Assim sendo,
atribui-se a proteina SLPI uma funcdo reguladora contra o excesso de serina
proteases derivadas de neutréfilos, de células acinares pancreéticas e de
mastocitos (HIEMSTRA et al 2002). A alta afinidade deste inibidor com essa
classe de enzimas explica sua atuacdo sobre a acédo de elastases, catepsina,
tripsina e quimiotripsina (MOUREAU et al., 2008).

As concentracdes fisiolégicas da SLPI nas diferentes superficies
mucosas € bastante variada (SHUGARS, WATKINS & COWEN, 2001). Na
saliva essa concentracdo pode variar de 0,35 a 2,0 uM (TJABRINGA et al.,
2005), nas secrec¢des nasais de 0,8 a 6,8 uM (COLE, DEWAN & GANZ, 1999),
8,7 uM em lavados bronco-alveolares de pacientes ndo fumantes (MOUREAU
et al., 2008), podendo atingir ate 80 uM no liquido seminal (SHUGARS, 1999).
Estudos em ratos demonstraram que o tabagismo pode reduzir os niveis de
SLPI e gerar um decréscimo de até 50% de sua atividade inibitoria no epitélio
bronquico (CAVARRA et al.,, 2001), provavelmente em decorréncia da
cronicidade da inflamacéao tecidual.

Além de seu papel de inibidor de serina proteases, a SLPI apresenta
uma importante atividade antibacteriana (HIEMSTRA et al., 1996; MOUREAU
et al.,, 2008), antiviral (MCNELLY et al., 1995; SHUGARS et al., 1999

28



MOUTSOPOULOS et al., 2007), antifangica (TOMEE et al., 1997) e imuno-
modulatéria  (NAKAMURA et al.,, 2003, XU et al, 2007). A natureza
extremamente catidnica dessa proteina sugere que sua acao antimicrobiana
seja similar a de estruturas conhecidas, como lisozimas e defensinas, que
através dessa caracteristica catibnica, se ligam e desestabilizam a membrana
citoplasmatica do microrganismo, normalmente carregada negativamente
(MOUREAU et al., 2008). A acdo de agentes catidnicos sobre blastoconidios
de C. albicans é composta por fases sequienciais que evoluem desde a
integracdo a membrana plasmatica até sua permeabilizacdo, levando ao
extravasamento de constituintes intracelulares essenciais e permitindo a
ligacdo desses agentes a moléculas polianidnicas vitais como RNA e DNA
(LEHER et al., 1985).

O potencial terapéutico da proteina SLPI pode ser evidenciado “in vitro”
através da aplicacdo de proteina exdgena sobre lesdes epidérmicas induzidas
e ndo contaminadas, que resultam na diminuicdo do tamanho da lesédo, do
tempo de reparacdo tecidual e da resposta inflamatéria (ASHCROFT et al.,
2000, ZHU et al., 2002).

A suposicao da atividade de substancias ndo imunoldgicas, dentre eles
os inibidores de protease enddgenos, sobre a transmissao do HIV por via oral,
surgiu ao se observar que a saliva de pacientes nao infectados conseguiam
inibir a infeccédo viral “in vitro” (FOX, 1989). A trombospondina e as mucinas de
alto peso molecular sdo conhecidas por sua atividade anti-HIV, provavelmente
por agregar o virus em complexos grandes e insolaveis, entretanto,
aparentemente apenas um componente, o inibidor de proteases leucocitarias
secretadas (SLPI), possui essa atividade por meios ndao agregadores e em
concentracbes  fisiologicas (MCNELLY et al. 1995; DOUMAS,
KOLOKOTRONIS & STEFANOPOLULOS, 2005).

Em 2005, Jana e colaboradores quantificaram a expressédo de SLPI na
mucosa oral de pacientes infectados pelo HIV e demonstraram um aumento
significativo da concentracdo dessa proteina em relacédo ao grupo de pacientes
saudaveis. O aumento da concentracdo de SLPI na saliva parece também
estar associado ao estado imunologico, como a infeccdo pelo HIV e a quadros
anteriores (clinicos e subclinicos) de infec¢cbes fungicas (BAQUI, MEILLER &
FALKLER, 1999; SHUGARS et al., 1999; CHATTOPADHYAY et al., 2004), e a
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infecgdes virais, como a citomegalovirose (ROCHA et al., 2008). A razao para o
aumento na concentracao de SLPI na saliva de pacientes infectados pelo HIV
ainda ndo é bem esclarecida. Entretanto, alguns estudos propdéem que este
aumento se deve a reducdo caracteristica do fluxo salivar, e ndo em
decorréncia de alteracdes de sintese ou de secre¢do da proteina (LIN et al.,
2004). Outros autores supfem que quadros continuos de candidiase sub-
clinica podem promover a manutencdo dos niveis aumentados de SLPI na
saliva desses pacientes, e que a alteracdo imunoldgica prépria causada pela
infeccdo pelo HIV pode manter essa expressdo aumentada mesmo depois da
resolucao da infeccao fungica (CHATTOPADHYAY et al., 2004).

A atividade antiviral da proteina SLPI parece estar ligada a interacdo
com a célula do hospedeiro e ndo diretamente sobre o virus. As proteases
leucocitarias como a CD26, catepsina e elastase participam da entrada do virus
na célula através da quebra do “loop” V3 da GP 120, componente do envoltério
viral. Devido a sua caracteristica primordialmente inibitéria, supde-se que essa
proteina atue inibindo a acdo dessas proteases e dificultando a instalacdo do
HIV na célula (MCNELLY et al., 1995; SHUGARS et al., 1998).

Desta forma, as caracteristicas inibitérias e reparadoras dessa proteina,
associadas ao amplo espectro de sua atividade antimicrobiana conferem a
proteina SLPI um grande potencial na elaboracdo de novas estratégias
terapéuticas e meétodos preventivos para doencas infecciosas, principalmente
para pacientes com infecgdes recorrentes ou idiopéticas. Através da inibicdo da
atividade de proteases e de sua agao microbicida pode-se sugerir que essa
proteina tenha um papel importante no apoio ao sistema imunolégico do

hospedeiro frente a desordens infecciosas oportunistas.

30



2-JUSTIFICATIVA

Considerando que a proteina SLPI é produzida continuamente e em
concentracfes elevadas em varias superficies mucosas, incluido a mucosa
oro-faringea (SHUGARS, 1999), e que a atividade antifungica sobre Candida
albicans foi estabelecida em concentracdes fisioldgicas (TOMEE et al., 1997), a
avaliacdo do efeito dessa proteina sobre os fatores de viruléncia associados a
patogenicidade deste microrganismo pode ser promissor para a criacdo de
novas metodologias de controle e de tratamento para a candidiase, com o
objetivo de melhorar o prognéstico e a qualidade de vida dos pacientes
comumente acometidos por infeccbes oportunistas, como imunossuprimidos e

portadores do HIV.
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3-OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antifungica do inibidor de proteases leucocitarias
secretadas (SLPI) sobre o crescimento e os diferentes processos biolégicos de

Candida albicans "in vitro”.

3.1- OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar a concentracdo minima inibitéria (MIC) e a concentracéo
minima fungicida (MFC) da proteina SLPI contra cepas de C. albicans
de referéncia (ATCC24433) e isolada clinicamente (PRI);

» Identificar atividade inibitéria sinérgica entre a proteina SLPI e o
antifingico nistatina sobre C. albicans;

> Avaliar o efeito da proteina SLPI sobre a atividade proteolitica de serina

proteases secretadas por C. albicans;

» Avaliar a influéncia da proteina SLPI sobre a hidrofobicidade da parede

celular de C. albicans;

» Determinar a presenca de ligantes especificos para a proteina SLPI na

superficie de C. albicans;

» Avaliar possiveis alteracdes nas adesinas reconhecidas pela lectina
concanavalina A em C. albicans apdés tratamento com a SLPI;

» Avaliar possiveis alteracbes ultraestruturais em C. albicans apos

tratamento com a proteina SLPI;
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» Avaliar a influéncia da proteina SLPI sobre a formacéo de biofilme de C.

albicans.
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4-MATERIAL E METODOS

Nosso objetivo inicial foi analisar o efeito da SLPI no crescimento celular
de duas cepas de C. albicans (um isolado clinico da cavidade oral de um
paciente portador do HIV e a cepa ATCC 24433), comparando-0 com a acao
de dois antifungicos empregados no tratamento convencional da candidiase
superficial através da metodologia padronizada pelo CLSI, antigo NCCLS.
Pesquisamos também a possivel existéncia de receptores especificos para
esta proteina na superficie de C. albicans, bem como o efeito dessa proteina
sobre a ultraestrutura e sobre diferentes processos bioldgicos relacionados a
sua patogenicidade, como a atividade proteolitica de suas proteases
secretadas; a morfodiferenciagdo, a hidrofobicidade da superficie celular; a
expressao de manoproteinas e a formacéo de biofilme.

4.1-Microrganismos

Neste estudo foram utilizadas duas cepas distintas de Candida albicans.
Uma cepa obtida do American Type Culture Colection (ATCC 24433), isolada
de onicomicose e sem resisténcia conhecida ao fluconazol e uma cepa isolada
clinicamente da mucosa oral de um paciente pediatrico portador do HIV (cepa
PRI), resistente ao fluconazol. As cepas foram mantidas conforme
especificacoes CLSI/NCCLS, refrigeradas em meio Sabouraud-dextrose agar
(SDA) no Laboratério de Biologia de Protistas do Departamento de
Microbiologia Geral do Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

4.2- Proteina Recombinante

A proteina SLPI humana recombinante e o anticorpo anti-hSLPI foram
adquiridos liofilizados da empresa R&D System® (Minneapolis, EUA) e
reconstituidos em PBS pH 7,4 a 25° C, resultando em uma solugcdo estoque

com concentracdes finais de 0,5 mg/ml e 1,0 mg/ml, respectivamente.
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4.3- Cultivo e Preparo do Inoculo

Os indculos foram obtidos a partir do cultivo dos isolados de C. albicans
em meio Sabouraud-dextrose, distribuidos em aliquotas de 20 ml em frascos
Erlenmeyer de 50 ml que foram mantidos a 37° C por 48 horas sob agitacéo
(200 rpm).

Para o ensaio de concentracdo minima inibitoria, 50 pl do inéculo foram
semeados em placas de Petri, contendo meio SDA e mantidas por 24 horas a
37° C para a formacao de col6nias, conforme instrugdes do documento M 27-A,
CLSI/ NCCLS (NCCLS, 2002). O crescimento e a contagem de células foram
estimados através de espectrofotometria em 550 nm de comprimento de onda,
com referéncia ao padrédo de Mc Farland 0,5, devidamente ajustado para leitura
de leveduras.

Para os demais experimentos, as leveduras foram contadas sob
microscopia Otica a 400x de aumento com a utilizacdo de uma camara

hematocitométrica de Neubauer.

4.4- Concentracdo Minima Inibitoria (MIC) E Concentracdo Minima
Fungicida (MFC)

A determinagdo do MIC da proteina SLPI seguiu os métodos e critérios
do CLSI/NCCLS, documento M-27A, que relata um método de referéncia para
teste de diluicdo em caldo para a determinacéo da sensibilidade de leveduras a
terapia antifungica.

O ensaio utilizou o método padrdo de microdiluigio com diferentes
concentracfes da proteina SLPI e de inoculo devidamente ajustados em meio
RPMI-1640, em placas estéreis e descartaveis de 96 pocos.

O meio de cultura utilizado no experimento foi 0 meio sintético RPMI-
1640 com glutamina e sem bicarbonato, tamponado a pH 7,0 a 25° C com
HEPES. O inéculo foi cultivado a partir de 5 colonias de aproximadamente 1
mm cada, adquiridas pelo procedimento inicial de cultivo, que foram
ressuspensas em 5 ml de solugdo salina estéril 0,145mol/l (0,85% NacCl)
agitado em vortex, e ajustado por espectrofotometria para transmitancia
equivalente a solucdo padrdo de Mc Farland 0,5. Esta suspensdo foi

considerada a suspensao padrao e forneceu uma quantidade estimada de 1,0
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a 5,0 x 10° cel/ml que foi diluida em meio RPMI-1640 em uma proporcdo de
1:50 seguida de nova diluicdo 1:20, fornecendo ao final uma suspensao de
trabalho na faixa de 5,0 x 10% a 2,5 x 10° cel/mL.

A proteina SLPI foi testada nas concentracbes de 20-10-5-2,5-1,25
-0,62 -0,31 - 0,15 - 0,07 e 0,03 uM. As diluicdes foram realizadas de acordo
com os critérios do CLSI/NCCLS para o método de microdiluicdo. A proteina
recombinante foi diluida em PBS até atingir uma concentracdo 10 vezes maior
que a utilizada no ensaio. A proteina foi novamente diluida em meio de cultivo
RPMI-1640, numa propor¢cdo de 1.5, quando 100 pl dessa solugdo foram
transferidos para as placas de teste onde foi adicionado o mesmo volume do
in6culo previamente ajustado. As placas foram, por fim, incubadas por 48 horas
a 37° C sem agitacao.

ApoOs a incubacao as placas foram lidas em espectrofotometro em 595
nm de comprimento de onda. A partir dos resultados foram calculadas as
concentracbes minimas de proteina que inibem 100% e 50% de crescimento
ou MIC e ICs, respectivamente, através da equacao da reta obtida pela analise
de dispersdo do Microsoft Excel®.

Para calcular a MFC da proteina SLPI foi utilizada a contagem visual de
unidades formadoras de col6nias (UFC), realizada da seguinte forma: Apés a
incubacdo de 10* células em meio Sabouraud dextrose na auséncia ou
presenca de concentracdes variadas da proteina SLPI por 24 horas, o sistema
controle foi contado em caAmara hemocitométrica, e através de diluicdo em PBS
10 mM, pH 7,2, as células foram ajustadas para 5x10° células/ml. A mesma
propor¢cdo de diluicdo foi utilizada para todos os sistemas testados nas
diferentes concentracdes da proteina, e entdo 100ul de cada suspensao foram
semeados em placas de Petri com meio SDA em triplicata. As placas foram
incubadas em 37° C por 24 horas, e as colonias formadas foram contadas
visualmente.

Para o calculo da atividade antifungica foi utilizada a férmula elaborada

por TOMEE e colaboradores (1997) como se segue abaixo:

CTRL —EXP X100
CTRL
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Onde:
CTRL= numero de colbnias contadas na placa de controle
EXP= namero de colbnias contadas nas placas do experimento
Da mesma forma a equacéo da analise de dispersdo do Microsoft Excel®

foi utilizada para a determinacao dos valores de MFC.

4.5 Interacdo com a Nistatina

Ap6s o cultivo dos isolados, as leveduras foram lavadas em PBS e 10*
células foram incubados em 18 uM da proteina SLPI e em 8 pg/ml do
antifingico nistatina isoladamente ou em combinacéo, por seis horas em 37° C
com agitacdo. A viabilidade foi testada pelo método de exclusdo do azul de
Tripan. A diferenca percentual de células viaveis entre o sistema tratado e o
sistema controle foi considerada o percentual de atividade antifingica das
drogas sozinhas ou combinadas (BARBOSA et al., 2009).

4.6- Inibicdo da Atividade Proteolitica pela proteina SIPI

A identificacdo do efeito da SLPI como um possivel inibidor da atividade
proteolitica secretoria de C. albicans foi observado através da inibicdo da
clivagem do substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-4-methoxy-B-naphthylamide
(Sigma Aldrich® St. Louis, Missouri, EUA). Para isso, as leveduras foram
coletadas, na fase logaritmica de crescimento (48 horas de cultivo), através de
centrifugacéo a 7000xg durante 8 minutos a 4C. O sobrenadante obtido foi
fitrado em membrana Millipore 0,22 um e, posteriormente, 3 ml foram
submetidos a concentracdo por ultrafiltracdo utilizando microconcentradores
com membrana de exclusdo (“cut-off’) igual a 10 kDa, durante
aproximadamente 7 horas a 4T finalizando uma solu¢ do concentrada 30x
(PORTELA, 2006).

Aliquotas de 20 ul do sobrenadante concentrado foram diluidas em 50 pl
de um tampao de reacdo contendo acetato de sodio 0.1 M, pH 5,0 e 2,5 ul do
substrato Z-Phe-Arg-4-methoxy-pB-naphthylamide (solucdo de estoque a 6
mg/ml) e incubados a 37 °C por 1 hora. Em alguns sistemas foram adicionadas
concentracOes distintas de SLPI (concentracéo fisioldgica na saliva humana —

2,0 UM e a concentragéo correspondente ao MIC — 18 uM) durante a hidrolise.
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Ao final do tempo de incubacdo foram adicionados 150 pl de acido
tricloroacético a 5% aos sistemas, e estes foram submetidos a leitura
fluorométrica com comprimentos de onda de 380 e 450 nm para a excitacdo de
fluorescéncia e emisséo, respectivamente (KAMBOJ et al., 1993).

A diferenca percentual entre as leituras fluorométricas do sistema
controle e dos sistemas com adicdo da proteina SLPI foi considerada a

alteracdo percentual da atividade proteolitica.

4.7- Influéncia da Proteina SLPI na Hidrofobicidade da $iperficie
Celular de C. albicans

Ap6s o cultivo dos isolados, as leveduras foram lavadas em PBS e 10’
células foram incubadas em 80 uM da proteina SLPI por seis horas em 37° C
com agitacdo. As leveduras foram entdo lavadas em 4gua deionizada gelada e
suspensas em tampao fosfato uréia magnésio pH 7,1, também gelado, a
densidade otica do inoculo foi ajustada em espectrofotdbmetro para 0,400 em
600 nm. Em tubos de borosilicato, foram misturados 1,2 ml do inoculo e 300uL
de ciclohexano. Essa suspenséao foi homogeneizada em vortex por 3 minutos e
ap0s a separacdo das fases a porcdo aquosa foi novamente medida por
espectrofotometria, no mesmo comprimento de onda. A diferenca percentual
entre as duas leituras foi considerada o grau de hidrofobicidade da superficie
celular (CSH) (HAZEN & HAZEN, 1987).

4.8-Influéncia da proteina SLPI na morfogénese d€. albicans

ApoOs o cultivo dos isolados por 48 horas em meio Sabouraud-dextrose,
as leveduras foram testadas quanto a diferenciacdo celular, através de sua
incubacdo em soro fetal bovino (SFB), que agiu como indutor dessa
diferenciacdo. Depois de lavadas, 10° células foram incubadas em SFB
contendo ou ndo 9,0 uM proteina SLPI e mantidas em 37° C por 3 horas com
agitacdo (BRAGA-SILVA et al., 2007). Depois da incubacdo, a viabilidade
celular foi testada pelo método de exclusdo do azul de Tripan para se evitar
resultados superestimados, e o0s tubos germinativos foram contados

diferencialmente em camara hemocitometrica de Neubauer.
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Para desfazer os grumos de células que podem prejudicar a contagem
correta dos tubos germinativos, apos a incubacao as células foram lavadas em
PBS e suspensas em uma solu¢cdo de NaOH 1N contendo EDTA 10mM e 1%
de B-mercaptoetanol, homogeneizadas em voértex por 1 minuto, e novamente
lavadas e ressuspensas em PBS 10 mM, pH 7,2 (CASANOVA et al., 1997). As
contagens foram realizadas quatro vezes em cada experimento utilizando um

minimo de 400 células.

4.9 - Andlise de receptores para a proteina SLPI por citoetria de

fluxo.

Ap6s o cultivo dos isolados por 48 horas, 10° leveduras foram testadas
para a identificacdo de receptores especificos para a proteina SLPI. Para isso,
as células foram lavadas duas vezes em PBS 10 mM, pH 7,2 e fixadas em
paraformaldeido 4% em temperatura ambiente por 1 hora. Apés a fixacao, as
células foram novamente lavadas em PBS e bloqueadas com BSA 5% por uma
hora também em temperatura ambiente. Depois de lavadas em PBS, as células
foram incubadas com uma solucéo de 20 pg/ml ou 100 ug/ml da proteina SLPI
por 90 minutos em temperatura ambiente. Apds a incubacédo, as células foram
novamente lavadas e incubadas com uma soluc¢do de 10ug/ml ou 50ug/ml do
anticorpo (anti-hSLPI hSLPI Affinity Purified Goat 1gG) (R&D systems®) por 1
hora. As células foram lavadas duas vezes em PBS e entdo incubadas com
anticorpo secundario anti IgG goat conjugado a isotiocianato de fluoresceina
(FITC) em diluicdo 1:1000 por 1 hora em temperatura ambiente e protegido da
luz. As leveduras foram novamente lavadas e 10.000 células ou eventos foram
analisados no citometro de fluxo EPICS ELITE (Coulter Electronics, Hialeah,
FL, USA) equipado com laser de argbnio 15 mW com comprimento de onda de
488 nm. Células controles foram utilizadas para determinacdo da
autofluorescéncia. Essas células ndo foram incubadas, apenas lavadas e

fixadas pelo paraformaldeido 4% e analisadas.
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4.10 Efeito da proteina SLPI na expressdo de manoprotefs por

citometria de fluxo.

Ap6s o cultivo dos isolados, as leveduras foram lavadas em PBS e 10’
células foram incubadas em 9 uM e 80 uM da proteina SLPI por seis horas em
37° C com agitacdo. Depois da incubacao, as células foram lavadas em PBS
10mM, pH 7,2 fixadas em paraformaldeido 4% em temperatura ambiente por 1
hora. AplGs a fixagdo as células foram novamente lavadas em PBS e
bloqueadas com BSA 5% por uma hora, também em temperatura ambiente.
Depois de lavadas em PBS as células foram incubadas com Concanavalina A-
FITC (Sigma Aldrich®) 2mg/ml em diluicdo 1:500 por 1 hora, em temperatura
ambiente e protegido da luz. As leveduras foram novamente lavadas e 10.000
células ou eventos foram analisados em citbmetro de fluxo EPICS ELITE
(Coulter Electronics, Hialeah, FL, USA) equipado com laser de argénio 15 mW
com comprimento de onda de 488 nm. Células controles ndo incubadas com a

lectina foram utilizadas para determinag&o da autofluorescéncia.

4.11-Efeito da proteina SLPI na ultraestrutura de C. albicans

Ap6s o cultivo dos isolados, as leveduras foram lavadas em PBS e 10’
células foram incubadas em 9 uM e 80 uM da proteina SLPI por seis horas em
37° C com agitacdo constante. Apos incubacgdo as células foram lavadas em
PBS 10 mM, pH 7,2 e fixadas em glutaraldeido a 2,5% em tamp&o cacodilato
de sodio 0,1 M, pH 7,2 por 1 hora. Depois de fixadas as amostras foram
novamente lavadas e poés-fixadas em 1% de tetroxido de 6smio em tampéao
cacodilato de sédio 0,1 M e pH 7,2 contendo 0,8% de ferrocianeto de potéssio
e 5 mM de CaCl durante 1 hora em temperatura ambiente e protegido da luz.
AplOs a pos-fixacdo, as amostras foram desidratadas em concentracdes
crescentes de acetona e incluidas em uma mistura de resina epon e acetona
também em concentragfes crescentes de resina. Apos a inclusdo da amostra
em resina epon 100%, os blocos foram confeccionados e polimerizados em
60°C por 72 horas. Os cortes foram realizados em ultramicrétomo e colocados
em grades de cobre onde foram contrastados em solucao saturada de acetato
de uranila e citrato de chumbo. As imagens foram analisadas em microscoépio

eletrénico de transmissédo EM 900 (Zeiss® , Oberkochen, Alemanha).
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4.12 -Efeito da proteina SLPI na formacao de biofilme porC. albicans

A formacédo de biofilme foi realizada de acordo com a metodologia
proposta por THEIN, SAMARANAYAKE & SAMARANAYAKE (2007) com
pequenas modificacdes. ApOs o cultivo dos isolados, as leveduras foram
lavadas em PBS e 107 células foram incubadas em 80 uM da proteina SLPI por
seis horas em 37° C com agitacdo. Depois de incubadas, 10° células foram
adicionadas em placa de cultura de 96 poc¢os que permaneceu por 90 minutos
em 37 °C em suave agitacdo (75 rpm). Apés este periodo, o sobrenadante foi
removido, e duas lavagens suaves com PBS estéril foram realizadas, para
remocao das células ndo aderidas. Foram adicionados a cada poc¢o 200ul de
BHI contendo ou ndo 2,5 uM da proteina SLPI, e as placas foram incubadas
em 37°C por 48 horas, sem agitacdo. Ap6s este periodo, o sobrenadante foi
removido e duas lavagens suaves com PBS estéril foram realizadas para a
remocdo das células ndo aderidas ao biofilme formado. A quantificacdo do
biofilme foi realizada pela adicdo de uma solugéo de 3 mg/ml de brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2)-2,2-difeniltetrazolio (MTT) com menadiona 0,4 mM em
diluicdo 1:20 nos pocos. A reacao de reducédo do MTT pelas células ocorreu em
37°C por 3 horas no escuro, e apds esse periodo 100 pL de dimetilsulféxido
(DMSO) foi adicionado em cada poco para solubilizar os cristais de formazan.
A leitura das placas foi realizada em espectrofotbmetro em comprimento de

onda de 492nm.

4.13— Andlise dos resultados

Os ensaios analisados por citometria de fluxo foram realizados em
guatro experimentos independentes, sendo demonstrado o resultado final
representativo destes. Estes resultados foram apresentados de duas formas
distintas, considerando (1) a populacdo celular marcada pelo isotiocianato de
fluoresceina (FITC) e (2) a intensidade de fluorescéncia transmitida pela
populacdo de células testadas. Os demais experimentos foram realizados no
minimo em duplicata e os resultados foram expressos através da media *
desvio padrdo. A significancia dos resultados foi avaliada empregando-se o

teste t de Student para os experimentos de MIC e MFC e o teste Qui-Quadrado
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corrigido por Yates para os demais experimentos, valores de p menores que

0,05 foram considerados significantes.
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5- RESULTADOS

5.1 - Concentracdo Minima Inibitoria (MIC)

A avaliacdo quantitativa da atividade antimicrobiana foi realizada através
do teste de Concentracdo Minima Inibitéria (MIC), com base na metodologia
padrdo internacional do CLSI, antigo NCCLS. Os dados relacionados as
concentragfes minimas inibitérias estdo resumidos na tabela 1. Os valores de
MIC e de ICsp para a cepa isolada clinicamente (PRI) e a referencial
(ATCC24433) foram de 210,9 e 105,4; e 221,4 e 110,3 ug/ml, respectivamente
(equivalente a 18,0 uM e 9,0 uM; e 18,9 uM e 9,4 uM da proteina,
respectivamente). O fluconazol e a nistatina foram os antifungicos
convencionais utilizados como controle para o crescimento das leveduras. Um
MIC de 98,6 ug/ml da cepa PRI para o fluconazol foi observado classificando-a
dessa forma como resistente a esse medicamento segundo os padrbes do
CLSI.

Tabela 1 — Concentracbes Minimas Inibitérias (MIC) e Concentracdo de
inibicdo de 50% (ICsp) da proteina SLPI, Fluconazol e Nistatina testadas sobre
as cepas de C. albicans PRI e ATCC 24433. 5x10° cel/ml foram incubadas em
concentracdes crescentes dos agentes testados por 48h em 37° C conforme
instrucdes do protocolo M-27A2 do CLSI, e o crescimento celular foi avaliado
por leitura espectrofotométrica. Os valores de MIC e ICso da proteina SLPI em
MM equivalem a 18 e 18,9 e 9,9 e 9,4 para as cepas PRI e ATCC 24433,
respectivamente.

SLPI FLUCONAZOL NISTATINA
C. albicans MIC ICso MIC ICs0 MIC ICso
PRI 210,9+30,5 1054 14,5 98,62 +1,2 2417+6,7 6720,5 4,06 £0,7
ATCC 24433 221,4 46,0 110,3 3,0 2,81 2,7 1,51 +1,8 nt nt

nt= nao testado

43



5.2 — Concentracédo Minima Fungicida (MFC)

O gréfico 1 mostra a atividade fungicida da proteina SLPI sobre as duas
cepas de C. albicans tratadas por um periodo de 24 horas. Esta atividade
fungicida se mostrou dose dependente em ambas as cepas. No entanto, a
cepa isolada clinicamente (PRI) apresentou maior resisténcia a SLPI quando
comparada a cepa ATCC 24433. A atividade fungicida minima da proteina
SLPI sobre as leveduras ATCC 24433 foi observada a partir de 1,25 uM (4,0%),
e foi significativamente aumentada com o acréscimo da concentragdo de SLPI
para 2,5 uM (10,2%) e 10 uM (47,7%). J4, a atividade fungicida da SLPI sobre o
isolado clinico (PRI) s6 foi observada a partir de 2,8 uM, atingindo 30,9% de
atividade antifingica em 5,0 uM, que foi aumentada para 50,3% em 10 uM, nédo
havendo atividade fungicida detectavel nestas células, em concentracdes
menores. Através da equacdo da reta obtida pela analise de dispersdo do
Microsoft Excel® os valores de MFC da proteina SLPI foram calculados em 20,0
uM e 20,6 uM para as leveduras PRI e ATCC 24433, respectivamente.

o anffingiga 5 o o
o o o o o
L L L L I

o
|

Média percentual de atividade

O T 1
0E6 0,72 1,45 2,8 5 10
10

Micromolar

Grafico 1 - Concentracdo Minima Fungicida (MFC) da proteina SLPI testada

sobre as cepas de C. albicans PRI (A)e ATCC 24433(m). 10* células foram
incubadas em concentracdes crescentes da proteina por 24h em 37° C e
plaqueadas em SDA que foram incubados em 37° C por mais 24h. A diferenca
percentual das UFC (contadas visualmente) entre o sistema tratado e o CTRL
determinou a atividade fungicida da (p< 0,001)
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5.3 — Efeito combinado entre a proteina SLPI e o &flingico Nistatina

O grafico 2 mostra o efeito da proteina SLPI combinado ou ndo ao
antifingico nistatina sobre o isolado clinico de C. albicans (PRI). Quando 18 uM
de SLPI ou 8 pg/ml de nistatina foram utilizados separadamente, o efeito
antifingico sobre as leveduras foi de 25,4% e de 33,7%, respectivamente.
Entretanto quando esses agentes foram utilizados em combinacdo, o efeito
inibitério passou a ser de 79,6%, indicando dessa forma um efeito sinérgico
para a cepa testada. O efeito sinérgico foi de 20,5% superior ao esperado pela

combinacéo dos agentes.
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Nistatina SLPI 18uM Nistatina
8,0ug/ml 8,0ug/ml +
SLPI 18uM

Grafico 2 : Efeito antifiungico combinado entre a proteina SLPI e a nistatina
sobre a cepa PRI de C. albicans. Para isso, 10* células foram incubadas em
PBS com 18 uM de SLPI associada ou ndo a 8 ug/ml de nistatina por 6 horas.

p =0,01(*); p < 0,001 (**)

5.4- Efeitos da SLPI na inibicdo da atividade proteolitta de serina

proteases secretadas pdt. albicans

A atividade proteolitica de serina proteases secretada pelo isolado
clinico de C. albicans sob influéncia de concentracbes variadas de SLPI foi
mensurada pelo método descrito por KAMBOJ e colaboradores (1993). O
sobrenadante de cultivo concentrado foi incubado por uma hora com o

substrato PHE-ARG4-Methoxy-B-Naphthylamide (especifico para serina
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proteases) na auséncia e presenca de 2,0 e 18 uM da proteina SLPI. Apés a
leitura espectrofotométrica, os resultados obtidos demonstraram que as
concentracfes de 2,0 e 18 uM de SLPI foram capazes de inibir a atividade
proteolitica de serina protease secretada por C. albicans em 37,1% e 48,4%,

respectivamente (Gréfico 3).
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Grafico 3: Atividade proteolitica de serina proteases secretadas por C.
albicans. O sobrenadante concentrado foi diluido em tampéo contendo o
substrato fluorogenico, na auséncia (CTRL) e presenca de 2,0 e 18 uM de
SLPI. A diferenca percentual entre as leituras fluorometricas foi considerada a

inibicdo da atividade proteolitica. p< 0,001 (*); p= 0,001(**)

5.5 — Efeito da SLPI sobre a morfodiferenciacéo d€. albicans

Para investigar o possivel efeito da proteina SLPI sobre a
morfodiferenciagdo da cepa de C. albicans (PRI), as leveduras foram
incubadas separadamente com soro fetal bovino (SFB) na auséncia e na
presenca de 9,0 uM da proteina SLPI. O percentual de diferenciagdo em tubo
germinativo na auséncia da proteina SLPI foi de 78,7%. Na presenca de 9,0 yM
de SLPI, o percentual de diferenciacdo foi determinado em 53,5%
demonstrando uma inibicdo de 32% no processo de inducdo (Gréfico 4). A
viabilidade celular foi previamente avaliada pelo método de exclusdo do azul de

Tripan, que identificou um percentual de 92,1% de células viaveis.
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Grafico 4 - Inibicdo da morfodiferenciacdo de C. albicans (PRI) em tubo

germinativo. Para isso 10° celulas foram incubadas em SFB na presenca de
9,0 uM da proteina SLPI em 37° C por 3 horas. Os tubos foram contados
visualmente e a diferenca percentual entre os sistemas foi considerada o
percentual de inibicdo de inducdo de morfodiferenciacdo. (p=0,002)

5.6 — Efeito da SLPI sobre a hidrofobicidade d€. albicans

Para avaliar o possivel efeito da proteina SLPI na adesao de C. albicans
as células epiteliais, as células PRI foram avaliadas quanto ao grau de
hidrofobicidade de sua parede celular, visto que este fator de viruléncia €&
altamente relacionado com esse processo de adesao. Para isso, utilizou-se o
método de separacdo de fases descrito por HAZEN & HAZEN (1987), ap0s a
incubacéo das células por 6 horas na auséncia (controle) e presenca de 80 uM
da proteina SLPI. Observamos que as ceélulas controle apresentaram um
percentual de hidrofobicidade de 16,1% enquanto as células tratadas com a
proteina SLPI mostraram um percentual de 27,2%, revelando, portanto, um

aumento de 11,1% no grau de hidrofobicidade, como mostra o grafico 5.
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Grafico 5: Grau de hidrofobicidade da cepa PRI de C. albicans . Apos o
tratamento com 80 puM de SLPI por 6 horas em 37° C, 10° células foram
avaliadas quanto seu grau de CSH pela metodologia de separacao de fases
com ciclohexano. (p<0,02)

5.7 — Efeito da proteina SLPI sobre a formacado deidfilme por C.

albicans

O grafico 6 demonstra o efeito da proteina SLPI sobre a formacdo de
biofilme por C. albicans (PRI) pelo método de THEIN & SAMARANAYAKE
(2007). O pré-tratamento das células de C. albicans com 80 uM de SLPI por 6
horas ndo demonstrou atividade significativa sobre a capacidade de formacéo
de biofilme dessas células. Entretanto, a formagdo de biofilme na presenca de
2,5 uM de SLPI, foi significativamente reduzida em 38,1%.
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Gréfico 6 : Efeito da SLPI sobre a formacdo de biofilme pela cepa PRI de C.
albicans . A formacédo de biofilme foi induzida pela incubacédo em BHI, por 48
horas em 37° C, em placa de 96 pocos. Em (A), as células foram pré-tratadas
com 80 uM da proteina e induzidas a formacé&o de biofilme. Em (B) células nédo
tratadas previamente foram induzidas a formacao de biofilme na presenca de
2,5uM de SLPI. (p=0,04 (B))

(o) = Controle

5.8 - Avaliacdo da presenca de receptores espeaficda proteina SLPI

emC. albicans

Para evidenciar a presenca de receptores na superficie celular de C.
albicans para a proteina SLPI, as células foram incubadas com 20 e 100 pg/ml
da proteina SLPI. A andlise por citometria de fluxo mostrou que a proteina SLPI
foi capaz de reconhecer moléculas na superficie celular de C. albicans. O pico
de intensidade de fluorescéncia mostrou-se mais deslocado para a direita
quando as leveduras foram incubadas com a 20 ug/ml SLPI (Grafico 7A —
SLPI) quando comparado com pico correspondente as células controle (ndo
tratadas com SLPI) (Grafico 7A, autofluorescéncia). O resultado encontrado
apos incubacéo das leveduras com 100 pg/ml de SLPI corroborou com o fato
da superficie celular de C. albicans possuir moléculas receptoras para essa
proteina, visto que o pico de intensidade de fluorescéncia mostrou-se ainda
mais deslocado para direita quando as leveduras foram incubadas com essa
concentracdo de SLPI (Grafico 7B — SLPI). A quantificacdo da marcacédo das
células incubadas com 20 e 100 pg/ml revelou um percentual de 21,1% e 70%,

respectivamente de células fortemente marcadas.
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Gréfico 7 — Andlise por citometria de fluxo mostrando a ligacdo da proteina
SLPI a superficie de C. albicans. As leveduras foram sequencialmente
incubadas na presenca de SLPI, anticorpo anti-hSLPI e anticorpo marcado com
FITC (linhas vazias). Células controle, que ndo foram incubadas com SLPI
estdo representadas pelas linhas preenchidas em vermelho. (A) Leveduras
incubadas com 20 ug/ml de SLPI por 90 minutos. (B) leveduras incubadas com
100 pg/ml de SLPI por 90 minutos.

O grafico 8 considera a intensidade média de fluorescéncia presente nas
células testadas, e revela uma marcacdo 34% superior ao controle para as
células que foram incubadas com 20 ug/mL de SLPI e de 285% para aquelas

incubadas com 100 ug/mL da proteina.
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Grafico 8 : Intensidade de fluorescéncia transmitida pela ligacdo da proteina
SLPI a superficie de C. albicans ap0s incubacéo dessas celulas com 20 ou 100
ug/ml da proteina SLPI.

5.9—Efeito da SLPI na expressédo de manoproteinas e@ albicans

O ensaio teve como objetivo avaliar o efeito da proteina SLPI na
expressdo de proteinas (manoproteinas) na superficie celular de C. albicans.
Para isso, as leveduras PRI foram pré-tratadas com 9,0 e 80 uM de SLPI por 6
horas e posteriormente incubadas ou ndo com Concanavalina-A marcada com
isotiocianato de fluoresceina (Con-A FITC) (Grafico 9). A analise por citometria
de fluxo realizada usando a Con-A como marcador para manoproteinas,
revelou que o pré-tratamento com 9,0 uM de SLPI ndo alterou
significativamente a expressdo de moléculas receptoras para essa lectina na
superficie de C. albicans, o que foi demonstrado pela auséncia de
deslocamento do pico de intensidade de fluorescéncia (Grafico 9A, SLPI+)
quando comparado ao pico correspondente as células controle (sem pré-
tratamento com SLPI) (Grafico 9A, SLPI-). Entretanto, a analise do pré-
tratamento da cepa PRI com 80 uM de SLPI mostra o pico de intensidade de
fluorescéncia mais deslocado para esquerda quando comparado ao pico
correspondente as leveduras controle (ndo tratadas com SLPI) (Grafico 9B,
SLPI-, SLPI+). A quantificacdo demonstra uma reducdo de 11,1% na marcacgéo
dessas células (Grafico 9).
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Grafico 9—- — Analise por citometria de fluxo mostrando a ligacdo da
concanavalina-A FITC a superficie de C. albicans. Apdés o tratamento das
células com 9,0 uM de SLPI (A) ou 80 uM de SLPI (B) por 6 horas em 37° C, as
leveduras foram incubadas com con-A FITC por 1 hora e analisadas por
citometria de fluxo. Células para controle de autofluorescéncia estéo
representadas pelas linhas vermelhas vazias, células sem o tratamento com a
proteina SLPI s&o representadas pelas linhas pretas vazias e as células
tratadas com a SLPI estao representadas pelas linhas preenchidas em verde.

O grafico 10 considera a intensidade média de fluorescéncia presente
nas células testadas. Nesse contexto, foi observada uma marcagédo 20,8%
menor nas células pré-tratadas com 80 uM de SLPI indicando uma reducéo
significativa na expressdo de manoproteinas na superficie dessas células. As
células pré-tratadas com 9,0 uM de SLPlI ndo apresentaram alteracdo
significativa na expressdo de manoproteinas em sua superficie que pudesse

ser detectada por citometria de fluxo.
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Gréfico 10: Intensidade de fluorescéncia transmitida pela ligacdo da
concanavalina A FITC a superficie da cepa PRI de C. albicans apds o
tratamento dessas leveduras com 9,0 ou 80 uM da proteina SLPI por 6 horas
em 37° C.

5.10 — Efeito da SLPI sobre a Ultraestrutura deC. albicans

A analise ultraestrutural das leveduras de C. albicans revelou alteracfes
tanto nas células tratadas com 9,0 yM como nas células tratadas com 80 uyM
da proteina SLPI (Figura 2). No tratamento com 9,0 uM de SLPI, evidenciaram-
se células com esvaziamento citoplasmatico indicando morte celular mais
pronunciada neste grupo em relacao as ceélulas controle. O tratamento com 80
MM da proteina SLPI também provocou altera¢gdes celulares na cepa PRI como
a presenca de estruturas membranares desorganizadas no interior do

citoplasma.
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Figura 2 — Microscopia eletrdnica de transmissio de Ol @lbicans (PRI controle
(4-C), tratadas com 9 pMd (DY e B0 M (E-E) de proteina STEFT A4s células
controle apresentam contorne regular, citoplasma eletrondenso (A-B)Y e parede
celular com diferentes eletrondensidades em camadas (C) caracteristica prépria
de parede celular fingica As células tratadas com SLPT apresentam
esvaziamento citoplasmatico (D-F), e estruturas membranares irregulares junto a
metmnbrana citoplasmatica (zetas em G e H), que podem zer melhor evidenciadas
em maior magnificacioe (I-E). Barras representam 0,2 pm {C, I, T e Ed e 1,0 pm
(& B, D EF G e H.

54



6-DISCUSSAO

As infec¢des fungicas ou micoses séo responsaveis por um significante
indice de morbidade e mortalidade em humanos, e estdo normalmente
associadas a individuos imunocomprometidos (KARKOWSKA-KULETA
RAPALA-KOZIK & ZOKIK, 2009). Dentre as micoses, as originadas por
Candida representam um problema de importancia clinica crescente, pois sua
incidéncia tem aumentado acentuadamente nas Ultimas décadas em
decorréncia dos avancgos tecnologicos da terapéutica (como a exigéncia de
imunossupressdo induzida para transplantes heterdlogos), da epidemia de
AIDS (e consequente imunossupressdo adquirida) e do uso de agentes
quimioterapicos e antimicrobianos agressivos (JAHAGIRDAR & MORRISON,
2002; ODDS, GOW & BROWN, 2001). Esse quadro é agravado ainda, pelo
aumento na incidéncia de resisténcia aos antifungicos comumente
empregados, tornando necessaria a descoberta de agentes antifingicos mais
eficazes. (CANUTO & RODERO, 2002).

A conservagdo das caracteristicas béasicas das células eucarioticas
presentes tanto nas células de mamiferos, quanto nas células fuingicas é o
principal fator limitador para elaboracdo de agentes antifUngicos com alvos
especificos. O numero limitado de drogas antifungicas dificulta sobremaneira a
erradicacao quimioterapica das infec¢gBes originadas por estes microrganismos,
principalmente por fenotipos associados a resisténcia aos medicamentos
disponiveis como fluconazol e anfotericina B (GULSHAN & MOYE-ROWLEY,
2007).

Por muitos anos, os Unicos medicamentos disponiveis para o tratamento
das infec¢Bes fungicas foram os poliénicos, como a nistatina e a anfotericina B
conhecidos por sua severa nefro, mielo e hepatotoxidade (PETRIKKOS &
SKIADA, 2007). No inicio da década de 90, o surgimento dos triazélicos
possibilitou novas opg¢bBes de controle e de tratamento para a candidiase
(HOPE et al., 2008). Entretanto, 0 uso extensivo desses novos agentes
antifingicos, principalmente em pacientes imunocomprometidos, resultou na

selecdo de espécies resistentes e na mudanca da etiologia regular da infeccéo
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para espécies intrinsecamente menos suscetiveis aos medicamentos
convencionais. Em estudo recente, MANN e colaboradores (2009)
demonstraram que isolados de C. glabrata provenientes de pacientes sob
profilaxia antifingica tiveram seus valores de MIC para o fluconazol aumentado
em 4 vezes durante a terapia antifingica. Desta forma, entende-se que a
refratariedade no controle convencional da candidiase cria a necessidade de
elaboracao de novos esquemas terapéuticos (PETRIKKOS & SKIADA, 2007).

Dentre os fatores de viruléncia conhecidos de Candida spp., a atividade
proteolitica e a secrecédo de proteases parecem estar diretamente relacionadas
a suscetibilidade desses microrganismos aos antifUngicos convencionais
(BERNARDIS et al., 1990; CASSONE et al., 1987). OLLERT e colaboradores
(1995) demonstraram que isolados de C. albicans com niveis elevados de
atividade proteolitica possuiam menor suscetibilidade aos agentes antifiungicos
amplamente utilizados, como o cetoconazol e o fluconazol. Desta forma,
justifica-se a proposi¢do da utilizacdo de inibidores enzimaticos como agentes
antifangicos potenciais (GAUWERKY, BORELLI & KORTING, 2009).

A proteina SLPI € um potente inibidor enziméatico endégeno com o poder
de inibir a atividade de um grande numero de serina proteases (THOMPSON &
OHLSSON, 1986; STETLER, BREWER & THOMPSON, 1986; DIETZE, 1990).
Possui baixa massa molecular e esta presente em diversas secrecdes
mucosas como saliva, leite e sémen (FRANKEN et al, 1989;
MOUTSOPOLULOS et al.,, 2006). Essa proteina apresenta ainda uma
importante atividade antimicrobiana (MOUREAU et al., 2008; SHUGARS et al.,
1999; TOMEE et al., 1997) que pode ser comparada a atividade de lisozimas e
defensinas (MOUREAU et al., 2008). Assim sendo, o0 presente trabalho teve
como objetivo avaliar o potencial antifungico da proteina SLPI sobre Candida
albicans e seus fatores de viruléncia, o que pode contribuir para a elaboracéo
de novas terapéuticas e métodos preventivos para desordens infecciosas
oportunistas, como a candidiase.

Até o presente momento, na literatura consultada, se encontra apenas
um trabalho relacionando a atividade da proteina SLPI sobre os aspectos da
biologia de C. albicans (TOMEE et al., 1997). Deste modo, nossa proposta

baseou-se na avaliacdo dos efeitos dessa proteina sobre os multiplos
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processos bioldgicos de C. albicans, como: (1) o crescimento celular e (2) os
aspectos da biologia celular relacionados a viruléncia do microrganismo.

Apesar da extensa probleméatica originada pela mudanca da etiologia
regular da candidiase, de C. albicans para espécies intrinsecamente menos
suscetiveis aos medicamentos convencionais, a C. albicans continua sendo a
espécie mais prevalente nas candidiases sobre superficies mucosas (DIOS et
al., 1999; MELO et al., 2004; COSTA et al., 2006), cutaneas (HAY, 1999) e nas
candidemias nosocomiais (GURCUOGLU et al., 2010). Por este motivo duas
cepas de C. albicans foram escolhidas para compor este trabalho, uma cepa
isolada de um paciente portador do HIV, com conhecida resisténcia ao
fluconazol (PRI) e uma cepa oriunda do “American Type Culture Collection”,
isolada de onicomicose e sem resisténcia conhecida ao fluconazol
(ATCC24433).

A inibicdo do crescimento fungico pode contribuir substancialmente para
o controle de micoses, uma vez que a habilidade de limitar a proliferacado de
fungos de crescimento rapido como a C. albicans pode diminuir a instalacdo da
doenca em pacientes suscetiveis (WILLOKS et al., 1991). O fluconazol
demonstra uma farmacocinética linear, em dosagens que podem atingir de 50 a
800mg/dia, possui uma biodisponibilidade alta e baixa ligagdo a proteinas
circulantes, o que proporciona uma disseminacao facilitada e rapida pelos
tecidos do paciente (HOPE et al., 2008). Todos esses fatores associados a
relativa segurangca na administracdo desse agente fazem do fluconazol o
agente sistémico de primeira escolha para as infec¢des fungicas superficiais,
em particular as candidiases (NEVILLE et al.,, 2004). A nistatina tem sido
utilizada, por décadas, como terapia topica padrao para a candidiase oral. Esse
agente é um poliénico, ndo absorvido pelo trato gastro intestinal e age de forma
similar a anfotericina B, se ligando ao ergosterol da membrana flngica e
alterando sua permeabilidade. A seguranca em sua administracdo se baseia
em sua nao absorcao intestinal, e os efeitos colaterais como nausea, vomitos,
diarréia e dores abdominais podem ser encontrados apenas em doses
excessivas para o tratamento da candidiase intestinal (PALLASH, 2002).

Pelo CLSI, os pontos de corte que determinam a resisténcia ou
suscetibilidade das espécies de Candida ao fluconazol ja estdo bem

determinados e estipulam que valores de MIC acima de 64 pug/ml e abaixo de 8
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ug/ml identificam uma cepa como resistente e suscetivel a esse medicamento,
respectivamente (NCCLS, 2002).

No presente estudo, a avaliacdo das concentracdes minimas inibitérias
apresentou valores distintos para o fluconazol nas duas cepas de C. albicans,
como esperado. Ja para a SLPI os valores encontrados foram semelhantes
para as duas cepas 0 que sugere que 0S mecanismos de resisténcia ao
fluconazol que atuam na cepa PRI foram distintos do mecanismo relacionado a
atividade antifingica da proteina SLPI.

Os mecanismos de resisténcia de Candida spp. a medicamentos
convencionais sdo distintos e incluem a redugcdo no acumulo intracelular, o
efluxo da droga, a diminuicdo da permeabilidade da membrana e a alteracéo
na acdo da lanosterol 14-a-dimetilase e de outras enzimas da sintese do
ergosterol (CANUTO & RODERO, 2002; PRASAD et al., 2002). As candidiases
originadas por cepas resistentes ao fluconazol ou multirresistentes podem estar
associadas a condicfes ambientais permissivas, a pressao antifingica seletiva
e ao aumento do numero de pacientes imunocomprometidos, que utilizam
antifngicos derivado de azéis continuamente (SANGLARD & ODDS, 2002). A
maior e mais grave conseqiéncia clinica da resisténcia a antifingicos, em
particular aos azoéis € a falha terapéutica, o que pode originar infeccdes
refratarias e recorrentes, normalmente associadas a pacientes infectados pelo
HIV (FICHTENBAUM et al., 2000; SANGLARD, COSTE & FERRARI, 2009).

Os valores inibitérios da proteina SLPI, para ambas as cepas foram
superiores a 200ug/ml, entretanto, pelo fato de se tratar de uma proteina
endogena e que esse valor de MIC ainda se mantem dentro da faixa de
secrecdo fisiolégica (SHUGARS, 1999), seu potencial terapéutico continua
relevante. Por se tratar de uma proteina constitutiva, € provavel que a
administracdo exdgena da SLPI cumpra o seu papel biolégico sem nenhum
efeito adverso para o paciente (TOMEE, 1998). De fato, a administracdo de
uma forma recombinante da proteina SLPI sobre o epitélio bronco-pulmonar de
pacientes portadores de fibrose cistica ja foi relatado em estudo anterior
(MCELVANEY et al., 1992). Neste estudo, os pacientes realizaram a aspiracéo
da forma recombinante da proteina na dose de 200mg/dia por uma semana, 0

que reduziu a atividade elastasica e a expressdo de interleucina 8 (IL-8) no

58



epitélio bronco-alveolar, proporcionando uma melhora significativa no quadro
inflamatorio de suas vias aéreas (MCELVANEY et al., 1992).

Desta forma, considera-se que o0s valores inibitérios obtidos neste
estudo, apesar de elevados, parecem bem promissores e reforcam a idéia da

utilizacao da proteina SLPI como possivel alternativa terapéutica.

Os valores relacionados a concentracdo minima fungicida da SLPI se
mostraram significativamente diferentes entre as leveduras testadas. A cepa
PRI apresentou uma maior resisténcia a acdo da proteina SLPI, em
comparacao a cepa ATCC 24433. Porém, esse efeito s6 pdde ser observado
nas concentracdes até 2,8 UM, pois a partir dessa concentragdo a atividade da
proteina SLPI foi semelhante para ambas as cepas. Este resultado pode ser
explicado pela alta atividade proteolitica encontrada na cepa PRI (PORTELA,
2006), uma vez que a SLPI, por sua caracteristica protéica, pode ser
potencialmente inativada pelas proteases secretadas por microrganismos,
como foi demonstrado “in vitro” por SPOONER e colaboradores (1991), cujo
estudo revelou a inativacdo dessa proteina por proteinases secretadas por
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

Os valores estabelecidos de MIC e de MFC foram relativamente
semelhantes, apontando para uma atividade primariamente fungicida da SLPI
sobre o isolado PRI de C. albicans. Sob o ponto de vista clinico, os agentes
antimicrobianos séo definidos como microbicidas e microbiostaticos. Séo
considerados microbicidas os agentes que destroem a integridade celular do
microrganismo e microbiostaticos aqueles que impedem sua reproducéo.
Clinicamente, os critérios de selecdo de uma droga antimicrobiana s&o
universais, sendo que quando ha opcéao de escolha a droga a ser usada deve
ser prioritariamente microbicida (GREGORI et al., 1996). Desta forma reforca-
se 0 potencial medicamentoso da proteina SLPI por apresentar uma
caracteristica antimicrobiana primariamente fungicida.

O antifungico nistatina foi selecionado para a avaliacdo do efeito
combinado da proteina SLPI com medicamentos convencionais sobre o isolado
PRI. Este medicamento foi escolhido por ser um antifingico da classe dos
poliénicos e apresentar um efeito primordialmente fungicida. O efeito

antifingico sobre as leveduras apos tratamento com 8 ug/ml de nistatina e 18
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uM de SLPI foi de foi de 25% e de 33% respectivamente. Quando esses
medicamentos nessas concentracdes foram administrados em conjunto o efeito
antifangico foi de 79% revelando uma atividade 21% superior ao esperado da
acao das drogas combinadas.

Embora a maioria das infeccOes responda satisfatoriamente a
monoterapia antimicrobiana, em determinadas circunstancias, a combinacao de
drogas € vantajosa para a terapéutica (BARCHIESI et al., 1999). No caso da
candidiase, essas circunstancias estdo quase sempre associadas a resisténcia
do microrganismo aos medicamentos convencionais, em particular ao
fluconazol (BARCHIESI et al., 1997). A principal vantagem da combinacao de
drogas reside na possibilidade de se atingir uma resposta clinica satisfatoria
com o uso de concentragcdes menores de cada droga, o que reduz virtualmente
a toxidade dos agentes (MUKHERJEE et al., 2005), além de reduzir
potencialmente o surgimento de cepas resistentes (LUPETTI et al., 2003).

E certo que a resisténcia a antifingicos € de especial importancia
gquando se considera o numero limitado de medicamentos comercialmente
disponiveis (GULSHAN & MOYE-ROWLEY, 2007). Desta forma, qualquer nova
terapia com o objetivo de contornar essa refratariedade como a utilizacédo
combinada de agentes antimicrobianos pode ser de extrema importancia para a
terapéutica, e conforme os resultados obtidos, a proteina SLPI aparentemente
é um forte candidato para essa utilizacao.

Considerando a importancia de inimeros atributos celulares essenciais
na viruléncia de C. albicans, analisamos a habilidade deste microrganismo em
modificar sua morfologia de levedura para tubo germinativo (forma
filamentosa). O crescimento de C. albicans sob a forma filamentosa € essencial
para a instalacdo da doenca fungica nos planos mais profundos do epitélio do
hospedeiro (KUMAMOTTO & VINCES, 2005), e tende a acontecer sob certas
circunstancias especificas como variacdo de temperatura, pH e a
disponibilidade de Ca* (MANEU et al., 2000). Por este motivo, a influéncia da
proteina SLPI sobre o processo de diferenciagcdo em C. albicans foi avaliada.
Nossos resultados demonstraram que C. albicans apresentou 32% de inibicdo
de formacé&o de tubo germinativo na presenca de 9,0 uM da proteina SLPI.

Apesar de varias abordagens bioquimicas e genéticas ja terem sido

aplicadas na investigacdo do processo de morfogénese de C. albicans, as
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bases moleculares e os mecanismos envolvidos ainda sdo pouco entendidos
(CASTILLA et al., 1998). Acredita-se que essa transicao de levedura para tubo
germinativo seja induzida pela ativacdo da MAP quinase e pela via do AMP
ciclico (LEBERER et al., 2001; JAIN et al., 2003).

Outro mecanismo que pode estar envolvido na morfodiferenciagcéo de C.
albicans esta relacionado com o processamento de proenzimas especificas
(TOGNI et al.,, 1996). Serina proteinases da superfamilia da subtilisina séo
responsaveis pela ativacdo de precursores de proteinas secretadas em
Saccharomyces cerevisae e C. albicans (NEWPORT et al., 2003). Nestas duas
espécies, o protétipo dessas enzimas conversoras € a Kex2, uma serina
protease citoplasmatica que estd envolvida na expressdo de dois dos mais
caracteristicos fatores de viruléncia em C. albicans, a diferenciacdo morfologica
e a secrecao de proteases (NEWPORT et al., 2003). Desta forma acredita-se
gue esta enzima esteja primordialmente relacionada a patogenicidade deste
microrganismo (HUBE, 1998; NEWPORT et al., 2003).

Os estudos de NEWPORT & AGABIAN (1993) mostraram que C.
albicans nulas para Kex2 nado eram capazes de produzir hifas ou tubos
germinativos. As células se mantiveram viaveis, porém sem morfologia
definida. As bases moleculares, para essas alteracbes morfologicas, ndo sao
totalmente compreendidas, mas acredita-se que alteracbes na parede celular
estejam relacionadas a esse processo, visto que dois componentes dessa
estrutura ja foram identificados como requerentes da Kex2 em C. albicans (B-
(1,3) glucanase e Hwpl (Hyphal wall protein 1)) (CHAMBERS et al, 1993).

Desta forma, uma possivel explicacdo para os resultados obtidos, que
mostraram que 9,0 uM de SLPI reduziram em 32% o processo de diferenciacédo
morfologica de C. albicans seria a acao deste inibidor sobre a serina protease
citoplasmatica Kex 2. De fato, vale ressaltar que 0s nossos estudos
demonstraram que a SLPI em baixas concentracdes foi capaz de inibir
significativamente a atividade proteolitica de serina proteases secretada por C.
albicans “in vitro”. Estes dados, associados as alteracfes ultraestruturais
encontradas sob microscopia eletrOnica de transmissdo que sugerem que a
SLPI foi capaz de permear o envelope celular das leveduras, corroboram com

essa possibilidade.
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A hidrofobicidade da superficie celular (CSH) tem sido apontada como
um fator relacionado ao aumento da viruléncia de C. albicans, por estar
relacionada tanto ao aumento de adesdo das células fungicas aos tecidos do
hospedeiro e as proteinas da matriz extracelular (HAZEN & HAZEN,
1998;IMBERT et al., 2002; BLANCO et al., 2008), quanto a resisténcia dessas
células a fagocitose por células polimorfonucleadas (HAZEN, 2004). Acredita-
se que a CSH faca parte de um mecanismo especifico para a ligacdo das
células fangicas aos tecidos do hospedeiro, e para a manutencdo dessa
ligacdo. Esta situacdo pode ocorrer através das proteinas hidrofébicas na
superficie do fungo que podem favorecer a ligacdo das células as proteinas da
matriz extracelular. E também é possivel que a CSH, facilite as interacdes
especificas entre receptores e seus ligantes na superficie do fungo
(SINGLETON et al., 2001). Em 2004, HAZEN descreveu, pela primeira vez,
uma proteina de superficie hidrofébica constitutiva de C. albicans denominada
CSH1p, expressa independente das condicbes ambientais, de cultivo e da
morfologia celular. Recentemente, foi demonstrado um aumento significativo da
CSH de C. albicans pela simples exposicédo a fumaca de cigarro, comprovando
dessa forma, a natureza dinamica da expressdo de CSH sob condi¢des
variaveis (BALBONI et al., 2009).

Dando continuidade a investigacdo sobre o efeito da proteina SLPI
sobre os aspectos biolégicos de C. albicans, foi realizada a avaliagdo da
hidrofobicidade da superfici celular das células PRI, com o emprego do
ciclohexano. Os resultados obtidos revelaram um aumento de 11,1% na CSH
quando comparado ao sistema controle, fato que pode indicar maior adeséao
das leveduras a célula hospedeira e a proteinas da matriz extracelular.
Entretanto, a abordagem metodolégica deve ser considerada, pois pode ter
contribuido para o resultado final e ndo representar a atuacdo dessa proteina
sobre as células fangicas em condicdes fisioldgicas. E importante ponderar que
o emprego de hidrocarbonetos na avaliagdo da adesdo microbiana pode
interferir na interacao entre os ligantes e a superficie celular, por considerar,
além das interagbes hidrofébicas, outros parametros, como a forca
eletrostatica, o que pode mascarar a hidrofobicidade da superficie celular.
DOYLE (2000) sugere que o método de angulo de contato é provavelmente o

mais indicado, uma vez que este meétodo fornece uma meédia do valor da
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hidrofobicidade e n&o contabiliza as variagcbes do ciclo celular ou de
contribuigdes celulares individuais. Entretanto outros autores discordam dessa
colocacédo e apontam para a metodologia da aderéncia a esferas de latex como
o método mais eficiente (HAZEN & HAZEN, 1987)

E conhecido o fato de C. albicans possuir uma grande variedade de
padrées moleculares associado a patogenos (PAMPSs) em sua superficie, como
quitina, glicana, manoproteinas e glicolipideos. Esses PAMPs funcionam como
ligantes para os receptores que reconhecem especificamente esses padroes,
os PRRs, que normalmente estdo presentes na superficie das células do
hospedeiro (VILLAR & DONGARI-BAGTZOGLOU, 2008; NETEA et al., 2008).
Além de moléculas associadas a superficie de células imunoldgicas, outras
moléculas circulantes podem se ligar a superficie de patdogenos e contribuir
significativamente para o arsenal defensivo do hospedeiro. A lectina de ligacéo
a manose (MBL) é uma proteina plasméatica de origem hepatica de extrema
relevancia para o sistema inato. Essa proteina pertence a familia das colectinas
e tem como caracteristica principal a afinidade com residuos de manose e de
N-acetilglicosamina. O fato de o polissacarideo manana ser o componente
majoritario da parede celular fangica favorece a ligagdo da MBL a
microrganismos, podendo modular a resposta imunoldgica antifungica, seja
pela estimulacdo da opsonizacdo e fagocitose, do “burst oxidativo” ou da
sintese do fator de necrose tumoral a (TNF-a) pelos monécitos (LEE et al.,
2003; GADJEVA et al., 2004; ASBECK et al., 2008).

Supondo que C. albicans expressem moléculas capazes de se ligar a
proteina SLPI, as células PRI foram incubadas com 20 e 100ug/ml de SLPI por
90 minutos e analisadas por citometria de fluxo. Os resultados mostraram que,
de maneira dose dependente, as células testadas foram fortemente
reconhecidas pelo anticorpo anti-hSLPI, sugerindo a existéncia de sitios de
ligacdo para a proteina na superficie de C. albicans, o que pode contribuir
substancialmente na constru¢cdo de modelos alternativos para o0 manejo das
infeccdes originadas por este organismo.

Levando em consideracgdo a relacdo entre fungo e a célula hospedeira, e
que os acucares presentes em glicoconjugados da parede celular possuem
papel importante nessa interacdo (PIETRELLA et al., 2006), avaliamos o efeito
da SLPI sobre a expressdao de manoproteinas na superficie celular de C.
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albicans. Empregamos neste estudo a Concanavalina-A (Con-A) devido a sua
habilidade de ligacdo, principalmente a residuos de manose. Para isso, as
leveduras PRI foram tratadas com 9,0 e 80 uM da proteina SLPI por 6 horas, e
os resultados obtidos revelaram que o tratamento com 9,0 uM de SLPI néao foi
suficiente para alterar a disponibilidade de manoproteinas na parede celular.
Entretanto o tratamento com 80 pM reduziu em 20% a ligacdo da
concanavalina A na superficie das células, apontando para uma possivel
reducdo na expressao de manoproteinas ou para o bloqueio dos residuos de
manose disponiveis para a ligacdo com a lectina.

De fato, a Con-A é empregada como marcador viavel para avaliar a
expressao de mananas e manoproteinas na superficie de microorganismos (d’
AVILA-LEVI et al., 2004). Essas estruturas possuem papel essencial ndo s6 na
manutencado da integridade estrutural da célula, mas também no processo de
adesao as ceélulas do hospedeiro (WAROLIN et al., 2005; CHAFFIN, 2008).
Dessa forma, a possivel reducdo na expressdao de manoproteinas em C.
albicans, como sugerida pelo tratamento com 80 uM de SLPI indica um papel
modulador importante dessa proteina na adesdo da levedura ao epitélio do
hospedeiro.

A formacao de biofilmes por microrganismos sobre superficies inertes é
um fenbmeno que tem sido extensivamente estudado na ultima década por
estar diretamente relacionado a patogenicidade desses organismos (THEIN et
al., 2007). O biofilme de C. albicans consiste em uma mistura de leveduras,
hifas e pseudohifas que apresenta uma camada basal de leveduras ancorando
todo essa massa a uma superficie inerte (BAILLIE & DOUGLAS, 2000). A
formacao de biofilme por espécies de Candida acarreta repercussdes clinicas
de extrema importancia devido ao aumento da resisténcia a terapia antifungica,
provavelmente pela dificuldade fisica de difusdo do medicamento, e também
pela habilidade das células do interior do biofilme em resistir aos mecanismos
do sistema imunoldgico do hospedeiro (RAMAGE et al., 2005). A formacao de
biofilme sobre dispositivos médicos pode impactar negativamente a sobrevida
do paciente por causar falha no funcionamento do dispositivo, bem como por
servir como reservatorio do microrganismo e perpetuando a infec¢do (KOJIC &
DAROUICHE, 2004). Deste modo qualquer nova metodologia para o controle

da formac&o ou manutencéo de biofilmes € de grande relevancia.
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Para avaliar a influéncia da SLPI sobre a formag&o de biofilme por C.
albicans, foram utilizados dois sistemas distintos. As células foram pré tratadas
com 80 pM da proteina SLPI por seis horas e entdo submetidas a formacgéo de
biofilme. Apds 48 horas de incubacéo ndo foi observada alteracao significativa
na formacéo de biofilme quando comparado ao controle. Adicionalmente, com
o intuito de verificar o efeito da SLPI durante a formagao de biofiime, 2,5 pM
desta proteina foram adicionados ao sistema. Neste caso, foi observada uma
reducdo de 38% na formacdo de biofilme por C. albicans. Da mesma forma,
baseado nos resultados apresentados anteriormente, sugere-se que o perfil
inibitério da proteina SLPI, ao agir sobre a serina protease secretada durante o
processo de desenvolvimento do biofilme foi capaz de alterar significativamente
a formacdo de biofiime por C. albicans. Os resultados apresentados
corroboram com os estudos de PORTELA (2006) onde foi determinado que
inibidores enzimaticos como o fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) e a aprotinina
induzem a formacdo de um biofilme de C. albicans com células fracamente
aderidas quando comparado ao sistema controle.

Através de microscopia eletrénica de transmissao foi possivel avaliar o
efeito da proteina SLPI sobre a ultraestrutura de C. albicans. As leveduras
tratadas com 9,0 uM de SLPI apresentaram esvaziamento citoplasmatico e a
presenca de um numero maior de células mortas quando comparado as
leveduras controle. O tratamento das leveduras com 80 uM de SLPI revelou,
além do esvaziamento citoplasmético, a presenca de estruturas
desorganizadas, préprias da membrana plasmatica no interior do citoplasma.
Estes resultados sugerem que a proteina SLPI foi capaz de ultrapassar o
envelope celular e interagir com a membrana citoplasmatica ou interferir com a
sintese de seus componentes. Nossos resultados se assemelham o0s
resultados obtidos por GUERRA (2009) que observaram altera¢des estruturais
na membrana plasmatica apds o tratamento de Cryptococcus neoformans com
inibidores da sintese do ergosterol.

Em resumo, os dados obtidos nessa dissertacdo apontam para a
possivel administracdo da proteina SLPI como uma alternativa vidvel no
controle e no tratamento das infec¢bes originadas por Candida albicans, uma
vez que este inibidor demonstrou significativa atividade sobre alguns dos

fatores de viruléncia essenciais para a patogenicidade deste fungo, como a
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morfodiferenciacéo celular, a atividade das proteases secretadas, a expressao
de adesinas e a formacédo de biofilme. Além disso, os resultados demonstram
um efeito fungicida satisfatério em concentracfes fisiolégicas e uma acgéo
sinérgica a nistatina. Esse sinergismo reforca a idéia da utilizacdo desta
proteina como potencial agente antifungico de baixa toxidade, uma vez que se
trata de uma proteina enddgena, virtualmente capaz de amplificar o efeito de
antifingicos convencionais e reduzir sua toxidade, por possibilitar a utilizagdo

desses medicamentos em concentracfes menores.
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7- CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que:
Ambas as cepas de C albicans utilizadas neste estudo sdo sensiveis ao
tratamento com a proteina SLPI;

A proteina SLPI possui uma atividade antifangica primariamente
fungicida;

A combinacgédo in vitro entre a proteina SLPI e o antifUngico nistatina
apresenta importante efeito sinérgico;

A SLPI inibiu consideravelmente a atividade proteolitica de serina
proteinases secretadas por C. albicans;.

O tratamento de C. albicans com 80 puM de SLPI aumenta a
hidrofobicidade da superficie celular dessas células;

A proteina SLPI inibe o processo de morfodiferenciacédo de C. albicans;

A proteina SLPI é capaz de reduzir a formacdo de biofilme por C.
albicans;

A presenca de estruturas membranares no citoplasma das células
tratadas com SLPI sugere que a proteina foi capaz de permear o
envelope celular das leveduras;

O tratamento com SLPlI modula negativamente a expressdo de
manoproteinas na superficie de C. albicans;

A superficie de C. albicans apresenta moléculas ligantes para a proteina
SLPI;
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