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possiveis genes relacionados a aquisicéo de ferro em Candida tropicalis. 2014. 106f. Tese
(Doutorado em Microbiologia) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

No Brasil e em outras regifes de clima tropical, Candida tropicalis é uma das principais
espécies relacionadas a episddios de candidemia, provocando elevados indices de morbi-
mortalidade. A producdo de fator hemolitico é reconhecida como um possivel atributo de
patogenicidade dessa espécie, no entanto, tem sido alvo de poucos estudos. Neste trabalho foi
avaliado o efeito de diferentes condi¢bes de cultivo na producdo de fator hemolitico e na
expressao de dois genes possivelmente relacionados a aquisicédo de ferro do grupo heme de C.
tropicalis - CtHMX1, que possivelmente codifica uma heme-oxigenase e HLPt, que apresenta
um papel na determinacdo da atividade hemolitica dessa espécie. Foi verificado que o
potencial hemolitico de C. tropicalis é influenciado pelas condi¢cGes ambientais. Hemoglobina
ou eritrocitos, que representam potenciais fontes de ferro, determinaram o aumento da
hemolise promovida pela maioria dos isolados de C. tropicalis (p<0,05). Por outro lado, para
a maioria dos isolados, a privacdo de ferro ndo determinou diferenca significativa no potencial
hemolitico em comparacédo a condicdo controle (meio RPMI 1640, que também é escasso em
ferro). No entanto, os indices de hemdlise verificados na condicdo de privacdo foram
inferiores aos constatados nos cultivos controle. A presenca de plasma na concentracdo 7%
foi associada a diminui¢cdo do potencial hemolitico de todos os isolados (p<0,05), porém em
concentracdo inferior (3,8%), o plasma ndo interferiu no potencial hemolitico de C. tropicalis.
A presenca de eritrocitos, independentemente de sua concentragdo (7 ou 3,1%), determinou
aumento da promocdo de hemolise pela maioria dos isolados (p<0,05). Por outro lado, em 7%
de sangue total ndo foram verificadas diferencas no potencial hemolitico da maioria dos
isolados. Foi constatada filamentacdo diferencial de C. tropicalis em presenca de sangue total,
eritrocitos ou plasma, porém ndo foi verificada correlacdo entre a diferenciacdo em formas
filamentosas e a atividade hemolitica dessa espécie. Os agUcares glicose, sacarose ou manose
também determinaram aumento da hemdlise promovida por C. tropicalis (p<0,05), de
maneira dependente da concentragdo. A sintese de transcritos de CtHMX1 foi influenciada
pela privacgdo de ferro e presenca de hemoglobina; as duas situacGes determinaram inducédo da
expressao do referido gene (p<0,001). A presenca de plasma das duas concentragdes testadas
(7 e 3,8%) ndo interferiu na expressdo de HLPt, sendo o mesmo verificado em 7% de sangue
para a maioria dos isolados. Embora em presenca de manose a maioria dos isolados tenha
apresentado indugéo de HLPt (p<0,001), o mesmo ndo foi verificado em presenca de glicose e
sacarose. Os dados deste trabalho indicam que diferentes condicdes de cultivo influenciam de
maneiras distintas a producdo de fator hemolitico por C. tropicalis e que CtHMX1
possivelmente tem um papel na aquisicao de ferro do grupo heme por esta espécie; no entanto
a expressdo desse gene e a producdo de fator hemolitico por C. tropicalis parecem ser
reguladas de maneira independente.

Palavras-chave: Candida tropicalis. Hemdlise. Fator hemolitico. Fator de viruléncia.



FRANCA, Emanuele Julio Galvao de. Evaluation of hemolytic activity and expression of
possible genes related to iron acquisition in Candida tripicalis. 2014. 106p. Thesis
(Doctorate Microbiology) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

In Brazil and in other tropical regions, Candida tropicalis is a major species related to
candidemia episodes, causing high morbidity and mortality. Hemolytic factor production is
recognized as a possible virulence factor of this species, nevertheless, it has been subject of
few studies. In this work we evaluated the effect of different culture conditions on C.
tropicalis hemolytic activity and expression of two genes possibly involved in haem iron
acquisition - CtHMXZ1, that possibly encoding a haem oxygenase and HLPt, which has a role
in determining hemolytic activity of C. tropicalis. It has been found that environmental
conditions influenced hemolytic activity of C. tropicalis. The presence of erythrocytes and
hemoglobin, potential iron sources, led to increased hemolytic activity by the majority of C.
tropicalis isolates (p<0.05). For the majority of isolates iron deprivation do not determined
differences in hemolytic potential compared to control condition (RPMI 1640, which is also
scarce in iron). However, the hemolysis indexes verified in iron deprivation were lower than
in control condition. Plasma at concentration 7% was associated with reduced hemolytic
activity of all isolates (p<0.05), although at lower concentration (3.8%) this blood fraction did
not affect hemolytic potential of C. tropicalis. Regardless of its concentration (7 or 3.1 %),
the presence of erythrocytes caused an increase of hemolytic activity of the majority of the
isolates (p<0.05). Nevertheless, total blood at 7% did not determined differences in hemolysis
promoted by the majority of the isolates compared to control. It was found differential
filamentation of C. tropicalis in presence of total blood, erythrocytes or plasma, however,
there was no correlation between filamentation and hemolysis in this species. Glucose,
mannose or sucrose also determined increased in hemolytic activity of C. tropicalis (p<0.05),
in a concentration-dependent manner. lIron deprivation and presence of hemoglobin
determined induction of CtHMX1 expression (p<0.001). The presence of plasma (at
concentrations 3.8 or 7%) did not affect the synthesis of HLPt transcripts; the same situation
was verified in 7% of blood for the majority of the isolates. Although mannose has
determined increase in the synthesis of HLPt transcripts for the majority of the isolates
(p<0.001), the same was not observed for glucose and sucrose. Our data show that culture
conditions influenced hemolytic activity of C. tropicalis by distinct manner and that the
CtHMX1possibly have a role in haem iron acquisition by this species; however expression of
CtHMX1 and the hemolytic activity in C. tropicalis are regulated independently.

Keywords: Candida tropicalis. Hemolysis. Hemolytic factor. Virulence factor.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas espécies de Candida tem se destacado como importantes
agentes causais de infecgdes sanguineas, acarretando impactos relevantes em decorréncia do
alto custo, dificuldade de tratamento e, principalmente, dos elevados indices de morbi-
mortalidade. A incidéncia de espécies relacionadas a candidemia é variavel de acordo com a
regido geogréafica e o estado de saude do paciente. No Brasil e em outros paises da América
Latina e Asia Candida tropicalis tem se destacado como um dos principais responsaveis por
estas infeccBes, superando, em alguns casos, a incidéncia registrada para Candida albicans.
No geral, as infeccdes por C. tropicalis sdo originadas endogenamente a partir da microbiota
do paciente, sendo que pacientes com cancer, neutropenia e individuos transplantados

compdem o principal grupo de risco.

Apesar da importancia clinica de C. tropicalis, essa espécie tem sido alvo de
poucos estudos relacionados a expressdo de seus fatores de viruléncia e patogenicidade. Em
especial, sdo escassos 0s estudos abordando a capacidade de C. tropicalis adquirir ions ferro -
uma habilidade reconhecida como fator de viruléncia para diversos micro-organismos tendo

em vista a essencialidade desse elemento tanto para o patdégeno quanto para o hospedeiro.

A capacidade hemolitica ja foi descrita para diversas espécies do género,
incluindo C. tropicalis. Para C. albicans, o fator hemolitico foi caracterizado
biogquimicamente como uma manoproteina da parede celular, sendo sua fracdo acUcar
reconhecida como responsavel pela lise dos eritrocitos, facilitando o acesso a hemoglobina. A
producdo de fator hemolitico nessa espécie parece ser regulada pela presenca de glicose,
sendo também sugerido que hifas de C. albicans tenham maior capacidade de promocéo de

hemolise comparativamente a blastoconideos.
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A hemoglobina liberada apds a lise dos eritrocitos é reconhecida por receptores
especificos situados na superficie celular de C. albicans, que facilitam a internalizacdo dessa
proteina. Sequencialmente, uma heme-oxigenase atua extraindo o ferro do grupo heme e este

elemento pode ser utilizado para fungdes vitais da levedura.

Recentemente foi verificado que a glicose também tem um papel importante no
potencial hemolitico de C. tropicalis e foi sugerido que o fator hemolitico dessa espécie seja
uma manoproteina da parede celular, assim como evidenciado para C. albicans. No entanto,
as bases que regulam a producéo de fator hemolitico e a aquisicao de ferro do grupo heme por
C. tropicalis ainda sdo pouco compreendidas. Considerando-se o exposto, estudos que visem
o melhor entendimento desses atributos de patogenicidade na espécie assumem especial

relevancia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de diferentes condi¢bes de cultivo no potencial hemolitico de
Candida tropicalis, bem como na expressdo de genes dessa espécie possivelmente

relacionados a aquisi¢do de ferro do grupo heme.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a influéncia de privacdo ou presenca de fontes de ferro; presenca de
sangue total humano e alguns de seus componentes e de diferentes aglcares no potencial

hemolitico de C. tropicalis;

- Avaliar uma possivel correlacdo entre a filamentacdo e a capacidade hemolitica

de C. tropicalis;

- Avaliar a influéncia de privacdo de ferro, presenca de hemoglobina, sangue total,
plasma ou diferentes aclUcares na expressdo relativa dos genes CaHMX1 e HLPt de C.

tropicalis.

- Verificar uma possivel correlacdo entre a expressdo dos genes CtHMX1 ou HLPt

e a atividade hemolitica em C. tropicalis.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 EPIDEMIOLOGIA DAS CANDIDEMIAS

A incidéncia de infec¢des fungicas invasivas (IFIs) aumentou significativamente
nas Ultimas décadas, especialmente em decorréncia da quantidade crescente de individuos
imunocomprometidos e hospitalizados com doencas graves. Em consequéncia, as IFIs vém
causando elevados indices de morbi-mortalidade, sendo um dos principais fatores que levam
pacientes acometidos por doencas hematoldgicas a obito (KRIENGKAUYAT et al., 2011;
CHAMPS-BRO et al., 2011; MOR et al., 2011).

Entre os principais agentes responsaveis por estas infeccdes estdo as leveduras do
género Candida. Esses fungos sdo componentes da microbiota normal gastrointestinal, oral e
urogenital de grande parte da populacdo humana, no entanto podem provocar infeccGes
oportunistas em individuos que apresentem funcdes imunolégicas ou fisioldgicas alteradas.
Vaérios fatores facilitam a conversdo da forma comensal de espécies de Candida a sua
existéncia parasitaria; diversos processos patoldgicos ou fisioldgicos podem levar a
imunossupressao e, além disso, certos traumas fisicos também podem favorecer essa transi¢cdo
comensal/parasita. Assim, entre 0s principais fatores predisponentes ao desenvolvimento de
infeccbes invasivas por Candida spp. estdo doencas hematoldgicas, extremos de idade,
quimioterapia de combate ao cancer, uso prolongado de antibi6ticos de amplo espectro, além
das alteracBes nas barreiras fisicas naturais do hospedeiro, como as provocadas por
queimaduras e acidentes. E importante ressaltar que o desenvolvimento dessas infecgbes néo
esta relacionado somente a fatores predisponentes especificos de cada paciente, mas também
aos procedimentos e materiais médicos utilizados na rotina hospitalar, que séo responsaveis
por grande parte dos casos nosocomais das infec¢fes invasivas por Candida spp. Entre estes

podem ser citadas intervengdes cirdrgicas, insercdo de cateteres, nutricdo parenteral e
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ventilacdo mecéanica (PITET et al., 1994; SINGH, 2001; MORRELL et al., 2005; BORGES et
al., 2009; ACHKAR et al., 2010; STRATMAN et al., 2010; YAPAR, 2014).

A versatilidade genética de Candida spp. permite que essas leveduras tenham
grande habilidade de adaptar-se a diferentes microambientes e a alteracbes ambientais, seja
em um contexto bidtico ou abidtico. Em decorréncia desse potencial as espécies de Candida
sdo capazes de colonizar muitos sitios anatbmicos distintos, os quais podem ser amplamente
variados quanto ao meio fisiologico. Assim, o espectro de infec¢bes provocadas por Candida
spp. € muito extenso e além das severas infeccdes invasivas essas leveduras também podem
provocar infeccBes superficiais (ODDS, 1994; HAYNES, 2001; CALDERONE; FONZI,
2001; KUMAMOTO; VINCES, 2005a; OKSUZ et al., 2007).

Entre as infec¢bes invasivas, destacam-se 0s casos de candidemia. Apesar dos
avancos nos procedimentos diagnésticos e do desenvolvimento de antifungicos e de
estratégias para prevenir a contracdo de candidemias no ambiente hospitalar, a incidéncia
dessas infeccBes tem aumentado nas ultimas décadas (PFALLER; DIEKEMA, 2007,
FORTUN et al., 2012). Seus elevados indices de incidéncia em quase todas as regides
demogréaficas tém gerado impactos relevantes em decorréncia da dificuldade de tratamento,
do alto custo que representam para os sistemas de salde e principalmente por suas elevadas
taxas de mortalidade, préoximas a 50% em pacientes internados em unidades de terapia
intensiva (WENZEL, 1995; EDMOND et al, 1999; OLAECHEA et al, 2004
WISPLINGHOFF et al., 2004; SHORR et al., 2009; KETT et al., 2011; BLOSS et al., 2013;
NUCCI et al., 2013).

Apenas cinco das cerca de 200 espécies de Candida sdo responsaveis por mais de
90% dos casos registrados de candidemia - sdo elas Candida albicans, Candida tropicalis,
Candida parapsilosis, Candida glabrata e Candida krusei. A incidéncia dessas espécies é

variavel de acordo com a regido geogréfica e as condic@es clinicas dos pacientes. Apesar de
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C. albicans ainda ser a espéecie mais amplamente associada a estas infec¢fes na maioria das
regibes, sua incidéncia relativa vem declinando e espécies ndo-albicans tem assumido
importancia crescente em diversas localidades (MAVOR et al., 2005; PFALLER; DIEKEMA,
2007; LEROY et al., 2010; FALAGAS et al., 2010; CHI et al., 2011; NUCCI et al., 2013;
JUYAL et al., 2013; GUINEA, 2014; YAPAR, 2014).

As raz0es para esta alteracdo no padréo de distribuicdo das espécies ainda ndo séo
totalmente elucidadas, mas tem sido sugerido que estejam parcialmente relacionadas ao uso
profilatico de determinandos antifingicos, como o fluconazol. A elevacdo do numero de
pacientes acometidos por neutropenia entre outras doengas imunossupressoras pode ter
contribuido para o aumento relativo de infeccGes associadas a espécies ndo-albicans. Além
disso, o avanco nas técnicas de identificacdo de espécies pode ter contribuido para a
evidenciacdo da alta incidéncia de espécies ndo-albicans (ABI-SAID et al., 1997; NHO et al.,
1997; LUO; MITCHELL, 2002; RODRIGUEZ et al., 2010; CHI et al., 2011; DIEKEMA et
al., 2012; PFALLER, 2012).

No Brasil e em demais regides de clima tropical C. tropicalis destaca-se como
uma das principais especies ndo-albicans relacionada a casos de candidemia, sendo que em
algumas localidades € a espécie mais prevalente do género, superando os casos relacionados a
C. albicans (COLOMBO et al., 2006; CHAIl et al., 2010; FURLANETO et al., 2011; NUCCI
et al,, 2013; BERGAMASCO et al., 2013; SANTOLAYA et al., 2014). Além de sua
importancia clinica em paises de clima tropical, uma recente revisdo de estudos
epidemioldgicos evidenciou que a incidéncia de infecgdes provocadas por C. tropicalis vem
aumentando mundialmente (GUINEA, 2014).

A maior parte das infeccdes causadas por C. tropicalis € originada
endogenamente, a partir da microbiota do hospedeiro. Essa espécie possui consideravel

potencial biolégico como agente oportunista em pacientes acometidos por cancer, doencas
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hematoldgicas como a neutropenia, transplantados, além de pacientes submetidos a supressdo
da microbiota pelo uso de antimicrobianos ou que sofreram danos nas mucosas. Esses fatores
facilitam particularmente a translocacdo desses micro-organismos da microbiota
gastrointestinal para outros sitios anatdmicos, causando infeccdo (KONTOYIANNIS et al.,
2001; RICHARDSON; LASS-FLORL, 2008; DIMOPQULOS et al., 2008; NEGRI et al.,
2012). A principal preocupacdo com relacdo ao desenvolvimento de candidemia por C.
tropicalis é decorrente de sua elevada patogenicidade; essa espécie apresenta elevado
potencial de disseminacdo nos seus hospedeiros e os indices de mortalidade associados a
candidemia por C. tropicalis superam os relatados para outras espécies do género, incluindo
C. albicans. Alem disso, isolados dessa espécie com frequencia tem apresentado menor
suscetibilidade a antifingicos comumente utilizados na pratica clinica comparativamente a C.
albicans (EGGIMANN et al., 2003; KONTOYIANNIS et al., 2001; COLOMBO et al., 2007;
NEGRI et al., 2012; MA et al., 2013).

Filogeneticamente, C. tropicalis € a segunda espécie do género mais proxima a
Candida albicans, sendo precedida apenas por C. dublinensis, e compartilha muitos

determinantes de viruléncia com essas espécies (CHAI et al., 2010).

3.2 FATORES DE VIRULENCIA

Micro-organismos patogénicos apresentam mecanismos que propiciam sucesso na
colonizacdo e infec¢do do hospedeiro. Assim, a maioria dos patégenos, incluindo espécies de
Candida, expressa uma série de fatores de viruléncia e apresenta estratégias especificas que o0s
auxiliam na habilidade de colonizar tecidos hospedeiros, sobrepujar suas defesas e causar
infecces (HAYNES, 2001; NAGLIK et al., 2003).

A maioria das pesquisas referentes a fatores de viruléncia no género Candida é

realizada utilizando-se C. albicans como modelo. No entanto existem diferencas significativas
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com relacdo a presenca de genes de viruléncia e sua expressao fenotipica entre as espécies do
género. Apesar da importancia clinica de C. tropicalis j& mencionada, ainda ha uma escassez
de estudos relativos a expressao fenotipica e genotipica de determinantes de viruléncia por
esta espécie (ZAUGG et al., 2001; KANTARCIOGLU; YUCEL 2002; FOTEDAR; AL-
HEDAITHY, 2003; DAGDEVIREN et al., 2005; OKSUZ et al., 2007).

Alguns fatores de viruléncia ja foram relatados para C. tropicalis como producao
de enzimas extracelulares, adesao a diferentes superficies, formacdo de biofilme e switching
fenotipico (ZAUGG et al., 2001; BIZERRA et al., 2008; SILVA et al., 2009; NEGRI et al.,
2010; NEGRI et al., 2012; FRANCA et al., 2011a; MORALEZ et al., 2014). Além disso,
sabe-se que C. tropicalis pode alterar a morfologia entre trés tipos celulares distintos:
blastoconideos, pseudo-hifas e hifas. A capacidade de formar hifas é compartilhada com
apenas outras duas espécies clinicamente relevantes do género, C. albicans e C. dubliniensis
(CHAI et al., 2010; THOMPSON et al., 2011).

A transicdo blastoconideo/formas filamentosas € uma das propriedades que
podem contribuir para viruléncia de algumas espécies de Candida. As formas blastoconidiais
estdo amplamente relacionadas a colonizacdo de superficies mucosas e disseminacdo pelos
tecidos do hospedeiro; em contraste as hifas proporcionam uma maior capacidade de invasdo
e escape do sistema imune do hospedeiro. Comparativamente aos blastoconideos, as pseudo-
hifas proporcionam maior facilidade na captagdo de nutrientes. Para C. albicans tem sido
demonstrado que alguns genes de viruléncia sdo exclusivamente expressos por hifas; dentre
estes estdo alguns genes da familia de proteases asparticas secretadas (SAP) e genes que
codificam adesinas (ALS1, ALS3, HWP1) (ROMANI, et al., 2003; KUMAMOTO; VINCES,
2005b; CARLISLEA et al., 2008; THOMPSON et al., 2011).

O fator hemolitico tem sido reconhecido como um novo atributo de

patogenicidade em espécies de Candida, incluindo C. tropicalis, possibilitando a lise dos
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eritrocitos e acesso a hemoglobina, a qual pode atuar como fonte de ferro para o micro-
organismo. No entanto, esse possivel determinante de viruléncia tem sido alvo de
pouquissimos estudos e consequentemente 0s mecanismos relacionados a producdo e
regulacdo da expressdo do fator hemolitico por espécies de Candida ainda sdo pouco
compreendidos (MOORS et al., 1992; MANNS et a., 1994; LUO et al., 2001; FAVERO et al.,

2014).

3.2.1 IMPORTANCIA DO FERRO NA PATOGENICIDADE MICROBIANA E ESTRATEGIAS DE CAPTAGAO

Em decorréncia da sua capacidade de captar e ceder elétrons o ferro elementar
pode atuar como um co-fator essencial para diversas funcdes metabdlicas, como reacdes
envolvidas na cadeia respiratoria, sintese de acidos nucleicos, metabolismo de aminoéacidos;
sendo assim, esse elemento € requerido para a sobrevivéncia de praticamente todos 0s
organismos. No entanto, a reatividade do ferro com peréxido de hidrogénio resulta na
formagdo de radicais de oxigénio livre altamente toxicos, os quais podem reagir com
acucares, proteinas, acidos nucléicos e membranas celulares provocando danos. Em
decorréncia dessa propriedade os organismos possuem complexos sistemas para a regulacao
da captacdo e armazenamento de ferro (BYERS; ARCENEAUX, 1998; MOYE-ROWLEY,
2003; SHAIBLE; KAUFMANN, 2004; DOHERTY, 2007; ALVAREZ, 2013).

Tendo em vista a essencialidade do ferro em funcGes vitais, a capacidade de
micro-organismos patogénicos adquirirem esse elemento € de fundamental importancia para
sua sobrevivéncia e capacidade de estabelecer infeccdes em seus hospedeiros. Desta forma, a
disponibilidade do ferro representa um fator critico na relacdo patdgeno-hospedeiro e a
captacdo de ferro durante processos infecciosos é considerada um atributo de viruléncia de

bactérias e fungos (PAYNE, 1993; HOWARD, 1999; SUTAK et al., 2008).
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Humanos apresentam um sistema altamente regulado para a homeostase do ferro,
0 que garante sua disponibilidade para funcdes vitais e a eliminacdo de sua toxicidade
(DUNN et al., 2007). A maior parte (cerca de 65%) do ferro do corpo humano apresenta-se
associada a hemoglobina no interior dos eritrdcitos e outra parcela significativa encontra-se
intracelularmente na forma de ferritina, proteinas ferro-enxofre, mioglobina entre outras. Uma
pequena quantidade de ferro extracelular encontra-se associada a proteinas como a
transferrina, no soro - que serve como o principal meio de distribuicdo de ferro - e a
lactoferrina, nas secrecdes corporais. Estas proteinas extracelulares estdo normalmente 30-
40% saturadas com ferro e tem uma alta afinidade de ligacdo a esse elemento, o que garante
que a concentracdo de ferro livre nos fluidos corporais permanega em niveis extremamente
baixos (cerca de 1078M), insuficientes para o crescimento microbiano. Além disso, estdo
presentes no soro proteinas com alta afinidade de ligacdo a hemoglobina e grupo heme
(haptoglobina e hemopexina, respectivamente), que auxiliam no processo de retencdo de
ferro. Essa estratégia de retencdo de ferro por proteinas do hospedeiro atua como um
obstaculo a infecgdes por muitos micro-organismos e é referida como imunidade nutricional
(BULLEN et al., 2005; DUNN et al., 2007; NOBLE et al., 2013; ALVAREZ, 2013;
CASSAT; SKAAR, 2013).

Em casos de patologias que determinem sobrecarga férrica ha modificacdo da
delicada homeostase do ferro e o aumento da disponibilidade desse elemento no organismo
favorece o desenvolvimento de infecgOes. Pacientes com leucemia aguda frequentemente
apresentam excesso de ferro livre no soro e estdo mais suscetiveis a infeccdes por espécies de
Candida spp. Experimentos demonstraram que esse fungo, que normalmente apresenta baixo
crescimento em presenca de soro de individuos saudaveis, tem crescimento profuso em soro
de pacientes com leucemia. As transfusdes sanguineas também aumentam a suscetibilidade a

infeccOes e é possivel que a hemoglobina liberada pela lise de eritrocitos durante o processo
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de transfusdo seja responsavel por este fato (LIONETI et al., 1964; CAROLYNE et al., 1969;
BULLEN et al., 2005; BULLEN et al., 2006; ALVAREZ, 2013).

Por outro lado, experimentos tém demonstrado que o pré-tratamento de células
endoteliais ou epiteliais com quelantes férricos diminui o dano celular provocado por C.
albicans (FRATTI et al., 1998; ALMEIDA et al., 2008). Para C. albicans, assim como para
muitos micro-organismos, a disponibilidade de ferro serve como um importante sinal que
participa do controle da expressdo de certos determinantes de viruléncia (PAYNE, 1993;
HOWARD, 1999; TIMM et al., 2003; CHEN et al., 2011). Sweet e colaboradores (1991)
relataram capacidade de adesdo diminuida para isolados de C. albicans cultivados em
privacdo de ferro. Esses autores também relataram diminuicdo crescente da capacidade de
formacéo de tubo germinativo por essas leveduras em presenca de concentracdes decrescentes
de ferro. Baillie e Douglas (1998) verificaram que a escassez de ferro influenciou a
composicao celular de biofilmes de C. albicans. Estes autores constataram que os biofilmes
formados em limitacdo de ferro eram compostos exclusivamente por células blastoconidiais,
ao contrario do polimorfismo que é verificado em biofilmes formados em condicGes
nutricionais normais.

Como mencionado, a disponibilidade de ferro imp6e um fator limitante para a
proliferacdo e patogenicidade de micro-organismos. Assim 0S micro-organismos patogénicos
desenvolveram mecanismos complexos de captacdo de ferro a partir do hospedeiro
(HOWARD, 1999; WEIBERG, 1999; RATLEDGE; DOVER, 2000; TIMM et al., 2003;
CHEN et al., 2011; ALVAREZ et al., 2013). C. albicans possui mecanismos independentes
para captacdo de ferro a partir de diferentes substratos, como sideroforos, quelantes férricos
variados e grupo heme (Figura 1). Estes diferentes mecanismos de captagdo podem atuar
concomitantemente em uma célula e é provavel que auxiliem a levedura a adaptar-se ao

contexto fisiologico, no que se refere a variabilidade nas formas e disponibilidade do ferro
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(HAMMACOTT, 2000; HEYMANN et al., 2002; HU, 2002; KNIGHT, 2002; SANTOS et
al., 2003; PENDRAK et al., 2004; WEISSMAN; KORNITZER, 2004; ALMEIDA et al.,
2009; CASSAT; SKAAR, 2013).

Sideréforos sdo pequenas moléculas organicas secretadas por muitos micro-
organismos, as quais apresentam alta afinidade de ligagdo com ferro férrico (Fe**), formando
complexos soluveis. Aparentemente, C. albicans ndo possui a maquinaria enzimatica
necessaria para a sintese dessas moléculas, porém essa espécie é capaz de capturar ferro
complexado a diferentes tipos de sidero6foros, secretados por outros micro-organismos - uma
estratégia referida como "parasitismo de ferro”. Estudos demonstraram que C. albicans
apresenta o transportador de sideréforos Sitl, o qual esta envolvido na captacdo de ferro a
partir de siderdéforos. Além da participacdo na captacdo de ferro, tem sido demonstrado um
papel de Sitl na capacidade invasiva de C. albicans, uma vez que mutantes defectivos em Sitl
apresentam potencial de invasdo de células epiteliais diminuido em comparacéo a cepas nao-
mutantes (HEYMANN et al., 2002; HU et al., 2002; LAN et al., 2004; ALMEIDA et al.,
2009).

Apesar de transferrina e ferritina serem indisponiveis como fonte de ferro para
alguns micro-organismos C. albicans é capaz de utilizar o ferro proveniente dessas moléculas.
Hifas de C. albicans tem habilidade de se ligar a ferritina por meio de receptor (Als3)
localizado na parede celular, sendo esta ligagdo fundamental para a posterior utilizacdo do
ferro presente nessa molécula. Além de seu papel fundamental na ligacdo a ferritina, a
proteina Als3 também esta relacionada a outros atributos de viruléncia em C. albicans, sendo
qgue mutantes defectivos para ALS3 sdo incapazes de provocar danos em células epiteliais
(ALMEIDA et al., 2008; ALMEIDA et al., 2009; NOBLE et al., 2013).

Ainda néo se sabe se C. albicans expressa um receptor de transferrina, no entanto,

ja foi evidenciado que é necessario o contato direto do fungo com essa proteina para a
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utilizacdo do ferro, 0 que sugere a existencia de um receptor para esta molécula. Para capturar
o ferro proveniente dessas proteinas do hospedeiro, bem como ferro ambiental, C. albicans
emprega o sistema de captacdo redutivo, localizado na membrana plasmatica da levedura. A
captacdo de ferro pelo sistema redutivo envolve a reducdo extracelular de ferro, havendo
conversdo do ferro do estado férrico (Fe3*) ao ferroso (Fe?*) por uma redutase férrica. Em
uma reacgdo acoplada, o Fe** ¢ reoxidado e importado para o interior da célula por atuacdo de
uma ferroxidase multicobre complexada a uma permease férrica. Uma das permeases férricas
codificadas por C. albicans, a Ftrl, é expressa em condicdes de privacdo de ferro e essa
proteina é fundamental para a capacidade de C. albicans adquirir ferro em ambientes
deficientes em ferro, seja em um contexto in vitro ou in vivo. A delecdo de FTR1 extermina a
capacidade patogénica de C. albicans em modelos de infeccdo sistémica em camundongos
(RAMANAN; WANG, 2000; HAMMACOTT, 2000; KNIGHT, 2002; KNIGHT et al., 2005;
ALMEIDA et al., 2009; NOBLE et al., 2013; ALVAREZ et al., 2013).

C. albicans também € capaz de utilizar o ferro presente no grupo heme. Essa
espécie é capaz de captar a hemoglobina liberada ap6s a lise dos eritrocitos por meio de
receptores de hemoglobina especificos situados na superficie celular. A proteina Rbt5, que €
glicofosfatidil-inositol (GPI)-ancorada & membrana plasmaética, atua nesse processo por meio
do reconhecimento e ligacdo a hemoglobina, seguido de sua internalizagdo celular por uma
via endocitica. A familia de receptores de hemoglobina compreende pelo menos cinco genes
(RBT5, RBT51, WAP1/CSA1, CSA2 e PGAT); as cinco proteinas codificadas por tais genes
apresentam o dominio conservado CFEM (WEISSMAN; KORNITZER, 2004; WEISSMAN
et al., 2008).

Diferentes espécies do género Candida apresentam variacdo na capacidade de
utilizar hemoglobina e hemina como Unica fonte de ferro. C. tropicalis e C. parapsilosis sdo

capazes de utilizar essas fontes de ferro com alta eficiéncia, enquanto C. glabrata e C. krusei
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necessitam de concentragcdes consideravelmente mais elevadas para que possam crescer em
presenca dessas proteinas como Unica fonte de ferro. Analises por Western blotting do extrato
protéico dessas quatro espécies revelaram em C. tropicalis e C. parapsilosis, mas ndao em C.
glabrata e C. krusei, a presenca de uma proteina cross-reativa com um anticorpo anti-Rbt51
(WEISSMAN; KORNITZER, 2004).

Apesar da importancia de RBT5 na internalizacdo da hemoglobina e,
consequentemente, utilizacdo de ferro do grupo heme, cepas de C. albicans mutantes
defectivas para este gene apresentam viruléncia semelhante as cepas selvagens. Este fato é
provavelmente consequente de mecanismos de aquisicdo de ferro compensatérios, que
possibilitam que a levedura capte ferro proveniente de outras fontes, alternativas a
hemoglobina (BRAUN et al., 2000; WEISSMAN; KORNITZER, 2004).

Para a liberacdo do ferro da hemoglobina apds a sua internalizacdo, C. albicans
apresenta uma heme-oxigenase (CaHmx1), a qual catalisa a conversdo da hemoglobina a a-
biliverdina, com consequente liberacdo de ferro e mondxido de carbono. CaHMX1 é
reconhecido como um gene de viruléncia em C. albicans. Apesar de CaHMX1 n&o ser um
gene essencial para o crescimento de C. albicans in vitro, foi demonstrado que esse gene
possui um importante papel na patogénese em um modelo de candidiase disseminada. Além
da importancia do ferro liberado na reacdo catalizada pela heme-oxigenase, 0 mondxido de
carbono também tem papel relevante na proliferacdo da levedura em um contexto infeccioso,
uma vez que essa molécula tem potencial de imunossupressdo local, limitando a resposta
imune do hospedeiro e, consequentemente, contribuindo para a patogénese da candidemia.
Tem sido demonstrado que tanto a presenca de hemoglobina quanto a escassez de ferro levam
a inducdo da expressdo de CaHMX1 por C. albicans (SANTOS et al., 2003; PENDRAK et al.,

2004; NAVARATHNA; ROBERTS, 2010).
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Além de atuar como uma potencial fonte de ferro para Candida spp., a
hemoglobina também tem um papel como sinalizador para a inducdo da expressdo de
proteinas de C. albicans relacionadas a adesdo. A presenca de hemoglobina leva a indugdo na
expressdo de receptores de fibronectina pela levedura e ainda estimula a ligacdo de C.
albicans a outras proteinas do hospedeiro, como colageno, fibrinogénio e laminina. Somado a
sua atuacdo como indutora da expressdao de alguns genes relacionados a adesdo, a
hemoglobina também pode estimular a expressdo de outros genes relacionados a viruléncia de
C. albicans. Possivelmente a hemoglobina seja reconhecida por C. albicans como um sinal de
sua exposic¢do a um sitio no qual a infec¢do disseminada possa se iniciar (PENDRAK et al.,

2004).

Figura 1 - Representacdo esquematica dos mecanismos de aquisicdo de ferro de C. albicans.
Essa levedura apresenta mecanismos de aquisicdo de ferro a partir de diferentes proteinas do
hospedeiro, como hemoglobina, transferrina e ferritina, assim como a partir de sideréforos
secretados por outros micro-organismos.
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3.2.1.1 FATOR HEMOLITICO

O fator hemolitico produzido por espécies de Candida promove a lise dos
eritrocitos facilitando o acesso da levedura a hemoglobina. Apesar dos eficientes processos de
homeostase férrica que garantem a remocdo da hemoglobina livre apos a lise dos eritrocitos
em individuos saudaveis, a ocorréncia de pontos localizados de hemolise em consequencia da
atuacdo do fator hemolitico pode saturar a haptoglobina presente, permitindo que a
hemoglobina livre se acumule (MANNS et al., 1994; LUO et al., 2001; PENDRAK et al.,
2004).

Em estudo pioneiro, Manns e colaboradores (1994) evidenciaram a capacidade
hemolitica de C. albicans e relataram que a hemoglobina liberada apds a hemolise pode
restabelecer o crescimento do fungo, previamente inibido pela acdo de transferrina. Esses
autores ainda sugeriram que a atividade hemolitica nessa espécie seja regulada pela glicose e
que a producdo do fator hemolitico seja mais pronunciada em células hifais comparativamente
a células blastoconidiais. Segundo reportado por Tanaka e colaboradores (1997) a quantidade
de receptores de hemoglobina € significativamente maior em células hifais de C. albicans em
comparacdo a blastoconidiais e apenas hifas dessa espécie tem a capacidade de utilizar
hemoglobina como fonte de ferro.

Em estudo posterior, o fator hemolitico de C. albicans foi caracterizado
biogquimicamente como uma manoproteina de parede celular, sendo evidenciado que sua
fracdo manana liga-se a proteina Banda 3 dos eritrocitos (responsavel pelo transporte de ions),
promovendo a lise dessas celulas vermelhas (WATANABE et al., 1999).

Em 2001, Luo e colaboradores demonstraram que diversas espécies de Candida
apresentam atividade hemolitica, entre elas C. tropicalis. Para os ensaios de hemdlise estes

autores empregaram meio Sabouraud dextrose agar acrescido de 7% de sangue de carneiro e
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de 3% de glicose, em atmosfera de 5% de CO, Foi relatada atividade hemolitica variavel
entre as diferentes espécies do género, sendo evidenciados dois tipos distintos de hemolise -
completa e incompleta - descritas como hemdlise alfa e beta, respectivamente. Essa
nomenclatura foi empregada como referéncia a terminologia utilizada para hemolisinas alfa e
beta de procariotos (BREESE et al., 1970; CAVALIERI et al., 1984). Posteriormente outros
autores relataram atividade hemolitica para espécies de Candida utilizando metodologia
semelhante a descrita por Luo e colaboradores (2001) (LINARES et al., 2007; FURLANETO-
MAIA et al., 2008; NEGRI et al., 2010; FRANCA et al., 2010; SACRISTAN et al., 2011;
FRANCA et al., 2011b).

No entanto, alguns autores que empregaram variacdes do ensaio de hemdlise
descrito por Luo e colaboradores (2001) tém demonstrado que a atividade hemolitica de
Candida € influenciada pelas condicGes de cultivo. Yigit e Aktas (2009) demonstraram que a
fonte de sangue utilizada influencia a hemolise promovida por espécies de Candida. Estes
autores avaliaram a atividade hemolitica promovida por sete espécies de Candida cultivadas
em sangue de diferentes animais (carneiro, coelho e humano) e verificaram niveis mais
elevados de hemdlise em presenca de sangue de carneiro comparativamente as demais
condigdes. Malcok e colaboradores (2010) evidenciaram que a presenca de glicose influencia
o potencial hemolitico de diversas espécies do género Candida, sendo observados maiores
indices hemoliticos em cultivos suplementados com esse carboidrato. A influéncia da glicose
na atividade hemolitica de C. tropicalis também foi demonstrada por Favero e colaboradores
(2011).

A capacidade hemolitica de C. tropicalis foi evidenciada ainda em 2001, no
entanto, a secrecdo de fator hemolitico por esta espécie foi relatada apenas recentemente
(LUO et al., 2001; FAVERO et al., 2011). Foi verificado que o fator hemolitico de C.

tropicalis ndo é inativado pelo calor e que sua expressdao fenotipica € independente da
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presenca de CO,, demonstrado diferencas marcantes com relacdo as hemolisinas produzidas
por procariotos (FAVERO et al., 2011). Apesar de o fator hemolitico de C. tropicalis ainda
ndo ter sido caracterizado em nivel bioquimico, dados recentes sugerem que este fator
também seja uma manoproteina da parede celular, assim como ja evidenciado para C.albicans
(FAVERO, 2012; FAVERO et al., 2014).

A regulacdo da expressdo genotipica do fator hemolitico de Candida spp. é pouco
compreendida. Em 2000, Lacke e colaboradores amplificaram uma sequencia de DNA de C.
glabrata similar a de genes que codificam hemolisinas de uma diverisidade de organismos,
variando de bactérias a nematoides. Essa sequéncia foi reconhecida como um possivel gene
relacionado a atividade hemolitica na espécie, sendo denominada HLP (Hemolysin Like
Protein). Posteriormente, a sequéncia de HLP foi utilizada por Luo e colaboradores (2004)
para o desenho de oligonucleotideos iniciadores empregados na deteccdo e andlise da
expressdo do gene HLP em C. glabrata. Estes autores correlacionaram tal expressdo com o
potencial hemolitico de isolados da espécie, evidenciando um possivel papel do referido gene
na atividade hemolitica.

Mais recentemente Favero (2012), empregando os oligonucleotideos iniciadores
descritos para o possivel gene HLP de C. glabrata, amplificou uma sequencia de C. tropicalis
que possivelmente codifica uma manoproteina de parede celular, denominada HLPt. Apds o
desenho de oligonucleotideos iniciadores para esta sequencia, analises por PCR em tempo real
evidenciaram elevada correlacéo entre a atividade hemolitica de C. tropicalis e a expressao de
HLPt, o que sugere que este gene apresente um papel na determinacéo da atividade hemolitica

da especie.

3.3 PAREDE CELULAR DE CANDIDA
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A mediacdo inicial entre Candida e seu hospedeiro é dada pela parede celular da
levedura. Essa estrutura apresenta plasticidade e dinamismo, uma vez que é constantemente
alterada em resposta a sinais ambientais e estagios do ciclo celular. Cerca de 80 a 90% da
parede celular de Candida spp. é composta por carboidratos, sendo presentes em sua
constituicdo bioquimica trés componentes principais: glucanas contendo ligagdes B-1,6 e B-
1,3 , quitina e manoproteinas (glicoproteinas) - em menores propor¢es também estdo
presentes proteinas e lipideos. Quantitativamente as glucanas sdo os principais componentes
de parede, representando de 40 a 60% do peso seco dessa estrutura. Por outro lado as quitinas
sdo os componentes menos abundantes na parede celular. As manoproteinas representam
cerca de 40% dessa estrutura; essa fracdo € formada por homopolimeros de D-manose, seu
principal componente, em associacdo covalente com proteina, além de fosfato. Essas
estruturas formam fibrilas que se projetam para o exterior da superficie celular (CHAFIN,
1998; MARTINEZ et al., 1998).

A expressao, distribuicdo, caracteristicas quimicas e propriedades bioldgicas das
glicoproteinas e proteinas presentes na parede celular parecem ser dependentes de multiplos
fatores, tais como condi¢es ambientais, morfologia celular e caracteristicas intrinsecas do
isolado (MARTINEZ et al., 1998; LOPEZ; RIBOT et al., 2004). Por exemplo, tem sido
demonstrado que a composicdo da parede celular de C. albicans € influenciada pela presenca
de sangue, soro, fontes de carbono variadas e privacdo de ferro (SOSINSKA et al., 2008;
KRUPPA et al., 2011; LOWNAM, et al., 2011; ENE et al., 2012; SORGO et al., 2013).

Além de ser essencial para diversas funcBes bioldgicas (incluindo a
patogenicidade), a parede celular € também uma fonte significativa de antigenos de Candida.
Glucana e quitinas sdo importantes componentes estruturais, mas aparentam ser
imunologicamente inertes quando comparados as manoproteinas, 0s componentes mais

imunogénicos da parede celular (CALDERONE, 1993; MATTHEWS; BURNIE, 1996;
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LOPEZ; RIBOT et al., 2004). Tanto a fracdo carboidrato quanto a proteica das manoproteinas
sdo capazes de estimular uma forte resposta imune humoral, seja quando estdo compondo a
parede celular ou quando liberadas para o meio extracelular. Anticorpos anti-manoproteinas
sdo ubiquos no soro humano, pertencendo predominantemente a classe de imunoglobulinas G.
A presenca destes anticorpos ocorre provavelmente em decorréncia da estimulacdo do sistema
imune, ocasionada pela colonizacdo por Candida (DOMER, 1989; MATTHEWS; BURNIE
1996; JONES, 1990; ZHANG; KOZEL 1998; LOPEZ-RIBOT et al., 2004).

Diversas moléculas sdo liberadas por Candida no meio extracelular - entre estas
estdo enzimas, proteinas e manoproteinas, que podem atuar como fatores de viruléncia desses
fungos. A producdo de anticorpos capazes de neutralizar a acdo dessas moléculas pode

representar um mecanismo efetivo de defesa do hospedeiro (LOPEZ-RIBOT et al., 2004).

3.4 RELAGAO CANDIDA SPP. -HOSPEDEIRO

Situagdes que provocam o comprometimento brando do sistema imune do
hospedeiro, como o estresse, sdo comumente associadas ao desenvolvimento de infec¢des por
Candida spp. nas mucosas oral e vaginal enquanto o comprometimento severo do sistema
imune (HIV, quimioterapias, neutropenia) pode facilitar a penetragdo desses micro-
organismos pelas mucosas, podendo alcancar a corrente sanguinea (CALDERONE; FONZI,
2001; HUBE, 2004). Verifica-se, portanto, que o sistema imune do hospedeiro influencia ndo
s6 a manifestacdo, mas também a severidade das infeccbes por Candidaspp., podendo
determinar as diferentes formas clinicas da doenga. Assim, o hospedeiro tem importancia
fundamental na determinacdo do balanco entre comensalismo e patogenicidade de Candida

(HUBE, 2004; ROMANI, 2004).
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Os mecanismos de defesa do hospedeiro contra infeccdes por Candida spp. séo
numerosos e abrangem desde sistemas protetores inespecificos, representados pela imunidade
inata (incluindo a imunidade nutricional, j& mencionada), até mecanismos de defesa
sofisticados que sdo especificamente induzidos durante o curso da infeccdo - as respostas
adaptativas (celular e humoral) (ROMANI, 2004). A contribuicdo relativa das imunidades
inata e adaptativa é amplamente dependente do sitio de infeccdo — a imunidade inata, por
meio de macrofagos e neutréfilos, domina a protecdo contra candidemia, enquanto a
imunidade celular ativada, por meio de citocinas, é a principal atuante na protecdo contra
infeccbes mucosas. Evidéncias demonstram que anticorpos com especificidades definidas
também apresentam diferentes graus de protecdo contra candidiases sistémicas e mucosas
(HAN et al., 1999; MATHEWS; BURNIE, 2001; FIDEL JUNIOR, 2002).

Em condi¢bes normais, os neutrdfilos representam cerca de 60% das células
brancas do sangue humano. No citoplasma dessas células hd uma variedade de granulos
contendo hidrolases &cidas e peptideos antimicrobianos. Durante os episddios infecciosos, 0s
neutrdfilos sdo uma das primeiras células do sistema imune a serem recrutadas para 0s sitios
de infeccdo, onde apresentam um papel crucial na destruicdo dos micro-organismos. Essas
células sdo capazes de fagocitar agentes invasores, 0s quais S&0 mortos por mecanismos
dependentes e independentes de oxigénio; espécies reativas de oxigénio atuam oxidando
proteinas e acidos nucleicos dos micro-organismos e a liberacdo de peptideos e proteinas dos
granulos citoplasmaticos também participa do processo de exterminio microbiano
(BRINKMAN et al., 2004; URBAN et al., 2006; BRINKMAN; ZYCHILINSY, 2007).

Recentemente foi evidenciado um novo mecanismo antimicrobiano de neutrofilos
- as armadilhas extracelulares de neutrofilos (Neutrophil Extracellular Traps - NETS). Essas
estruturas extracelulares sdo compostas por cromatina dos neutrofilos associada a proteinas

granulares especificas; apds a ativacdo dos neutrdfilos por micro-organismos ocorre a
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iniciacdo de um programa celular nessas células de defesa que as leva a morte com
consequente formacdo das NETs. O nacleo dos neutrofilos se descondensa e a membrana
intracelular se desintegra, possibilitando uma mistura de componentes nucleares e
citoplasmaticos, seguido de sua liberacdo. As NETs proporcionam um local com elevada
concentracdo de moléculas antimicrobianas e granulos enzimaticos que matam micro-
organismos ativamente ou previnem sua proliferacdo. O processo de formacdo dessas
estruturas extracelulares € rapido, podendo ocorrer em até 10 minutos ap0s a ativacdo das
células de defesa. Ja foi demonstrado que C. albicans induz os neutrofilos a formarem NETS,
gue envolvem as células e as matam. Esse € um importante mecanismo de atuacdo de
neutrofilos contra esses micro-organismos tendo em vista que as células de Candida podem
ser muito grandes (células filamentosas) para serem fagocitadas. Embora os mecanismos
moleculares de ligacdo entre NETs e micro-organismos sejam desconhecidos, acredita-se que
interacdes eletrostaticas entre componentes catidnicos de NETs e aniénicos dos micro-
organismos exercam esse papel (BRINKMAN et al, 2004; URBAN et al., 2006;

BRINKMAN; ZYCHILINSY, 2007; FUCHS et al., 2007).
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ARTIGO 1

Haemolytic factor production and expression of a putative haem-oxygenase encoding
gene in Candida tropicalis are influenced by iron privation and the presence of

haemoglobin and erythrocytes

SUMMARY: Candida tropicalis is a major species of the genus associated with episodes of
candidemia in tropical regions, including Brazil. The ability to produce and secrete a
haemolytic factor is among the putative attributes related to C. tropicalis pathogenesis. This
study assessed the influence of iron deprivation, and the presence of haemoglobin or
erythrocytes in two possible steps related to haem-iron acquisition by C. tropicalis, including
the production of a haemolytic factor and the expression of CtHMX gene, a potential
orthologue to Candida albicans CaHMX1-encoded haem oxygenase. Cultures under iron
deprivation were associated with lower haemolytic activity. No significant difference was
observed between the haemolytic activity of most isolates under iron limitation and in
cultures grown in a RPMI 1640 medium (control). All isolates grown in the presence of
haemoglobin showed a significant increase (p<0.05) in the production of haemolytic factor
when compared to the control, the same being observed for most strains cultivated in the
presence of erythrocytes. Analyses by real-time PCR revealed the induction of CtHMX1 in C.
tropicalis cultures under iron deprivation or in the presence of haemoglobin. On the other
hand, the presence of human erythrocytes in C. tropicalis cultures resulted in CtHMX1
repression. Our data suggest that the production of haemolytic factor and the expression of

CtHMX1 by C. tropicalis are differently regulated under specific culture conditions.

Keywords: Haemolysis, iron sources, C. tropicalis CtHMX1-encoded haem oxygenase
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INTRODUCTION

Species of Candida have emerged as important agents of bloodstream infections, causing
substantial mortality (Caeiro & Riera, 2014). The distribution of species associated with these
infections varies according to geographic region, with Candida tropicalis being one of the
main causal agent of candidemia in Latin America and Asia (Falagas et al., 2010; Kothavade
et al., 2010; Furlaneto et al., 2011; Zhang et al., 2012; Nucci et al., 2013). Besides their high
incidence, the clinical importance of C. tropicalis candidemia is also associated with high
rates of morbidity and mortality that may exceed those reported for other Candida species,

including C. albicans (Kontoyiannis et al., 2001; Colombo et al., 2007; Passos et al., 2007).

Despite its undoubted epidemiological importance, there are few studies examining the
virulence attributes of C. tropicalis, in particular its ability to promote haemolysis, a putative

virulence factor in Candida species.

The production and secretion of haemolytic factor by Candida species was initially
demonstrated with C. albicans. In this species, the haemolytic factor was characterised as a
mannoprotein, with its sugar fraction identified as a cell-wall mannan. This fraction has the
ability to bind to the erythrocyte membrane, causing its rupture and consequent release of
haemoglobin, a source of iron for the yeast (Manns et al., 1994; Watanabe et al., 1999). In C.
albicans the cell membrane protein Rbt5 is responsible for the binding and internalisation of
haemoglobin (Weissman & Kornitzer, 2004; Weissman et al., 2008). The extraction of iron
from the haem group occurs by the action of a haem-oxygenase named CaHmx1 (Santos et

al., 2003).

Concerning C. tropicalis, Luo et al. (2001) were the first to evaluate the haemolytic activity
of isolates on blood agar. We have firstly demonstrated that haemolytic factor is released in

the culture supernatant of C. tropicalis isolates (Favero et al., 2011) and that it is produced by
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different isolates independent of their clinical origin (Franca et al., 2010; Favero et al., 2011).
Furthermore, we demonstrated that the haemolysis promoted by C. tropicalis occurs in a
glucose-dependent manner (Favero et al., 2011). Although C. tropicalis haemolytic factor has
not yet been characterised at a biochemical level, we have recently suggested that it may be a

mannoprotein, similarly to that described for C. albicans (Favero et al., 2014).

In this study we assessed the effect of iron deprivation, and the presence of haemoglobin or
erythrocytes in the production of haemolytic factor by C. tropicalis and on the expression of a
putative gene encoding a haeme oxygenase in this species named CtHMX1 in analogy to its C.

albicans ortho

logue (CaHmx1). Our data suggest that the production of haemolytic factor and the expression
of CtHMX1 are independently regulated, since the increased haemolytic activity and induction

of CtHMX1 were determined under distinct culture conditions.

METHODS

Candida isolates and identification. Candida tropicalis isolates (46.10, 207.10, 236.10,
406.10 and 474.10) were recovered from bloodstream infections (BSIs) of different patients.
This isolates were maintained as glycerol stock cultures at -80° C on the Fungal Genetics
Laboratory, University of Londrina, Brazil. The isolates were presumptively identified onto
CHROMagar® Candida agar (CA; CHROMagar, Paris France) according to manufacture’s
instructions. ldentification was confirmed by PCR using species-specific forward primers as
described by Furlaneto et al. (2011). Briefly, genomic DNA was extracted from 3 mL of
overnight culture centrifuged at 1200xg. Pellets were resuspended in 200 uL of lyses buffer
(10mM Tris, pH 8.0 containing 2% v/v triton-X-100, 1% w/v SDS, 100 mol I NaCl, and 1

mol I EDTA) along with three glass beads. The suspension was vortexed for 3 min. The
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lysate was deproteinazed with a mixture containing phenol, chloroform, and isoamyl alcohol
(25:24:1). The DNA from the aqueous phase was precipitated with 2.5 volumes of chilled
ethanol, washed with 70% (v/v) ethanol, dried and resuspended in 10 pL of distilled water.
For the optimum PCR conditions, a reaction volume of 20 pL contained 100 mol I of each
deoxynucleoside triphosphate, 1.5 mol I magnesium chloride, 10 pmol of each primer, 10%
of the reaction volume of 10 x Taq buffer, 0.5 U of Taq polymerase (Invitrogen), and 10 ng of
DNA template. Negative controls were performed with sterile deionized water in place of the
template DNA. Reaction mixtures were subjected to an initial denaturing cycle of 5 min at
94°C, followed by 35 cycles of 94°C for 1 min (denaturation), 60°C for 1 min (anneling), and

72°C for 1 min (elongation).

Haemolytic activity from culture supernatant. The haemolytic activity from the culture
supernatant was analyzed as described by Favero et al. (2011), with some modifications. The
isolates were precultured in RPMI 1640 medium (SIGMA-ALDRICH, St Louis, MO, USA)
at 37°C for 18 h. The resultant cultures were harvested and washed with sterile PBS buffer
and a yeast suspension (10* cells ml™*) was inoculated in RPMI 1640 medium without
supplementations or  supplemented with: 50 pmol I* of iron chetator
bathophenanthrolindisulphonic acid (BPS) (Acros Organics, Geel, Belgium), 1 pg ml™ of
human haemoglobin (SIGMA-ALDRICH, St Louis, MO, USA) or 7% of fresh human
erythrocytes collected from healthy adult. These suspensions were cultured at 37°C for 48 h.
Following growth, the cultures were filtered in 0.22 pum membranes (Millipore MILLEX GV,
Billerica, MA, USA) and the supernatant were freeze-dried and concentred 2.5-times by
eluting in PBS buffer. The culture supernatant and red blood cells (RBCs) suspended in RPMI
1640 medium (1x108 cells mI™) were mixed at a 1:1 (v/v) ratio, and incubated at 37°C for 18

h. After the incubation, samples were centrifuged at 1,000xg for 2 min. Absorbance of the
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supernatant was determined at 405 nm. The haemolysis was calculated according to the
equation: Haemolysis (%) = 100- [(Ap-As)/(Ap-An)x100)]; where Ap, As and Ac are the
absorbance of the positive control, test sample and negative control, respectively. The positive
control was obtained by adding SDS (0.6%) to the samples and the negative control was
prepared by the absence of inoculum to the media. The assay was conducted in triplicate on

three separated occasions.

Total RNA extraction and cDNA synthesis. C. tropicalis isolate 474.10 was grown in RPMI
1640 medium alone (control) or RPMI 1640 supplemented with BPS (100 and 50 puM),
human haemoglobin (1 and 0.125 pg ml™) or human erythrocytes (7 and 4.5%). After 6 h
cultures in each condition, yeast cells was harvested and the cell pellet was subjected to RNA
extraction by using EZ-10 Spin Colums Total RNA Minipreps Super Kit (BIO BASIC INC,
Markham, Ontario, Canada), according to manufacturer’s instruction. Reverse transcription
was carried out using 500 ng total RNA previously incubated at 64°C for 10 min and snap-
cooled on ice for 2 min to denature. First-strand cDNA was synthesized by addition of MgCl,
(4 mol I'), 2 pl of 10x PCR Buffer, dNTP mixture (200 1 mol I'), Oligo (dT)12-18 primer
(0.4 1 mol I'Y), RNase OUT (4 U) and reverse transcriptase RT M-ML V (0.5 U) (Invitrogen
Life Tecnologies, Carlsbad, CA, USA). The mixture was incubated at 42°C for 60 min.

Synthesis reactions were performed in a Tc 3000system (Techne, Cambridge, UK).

Primers design for CtHMX1 gene. An alignment of C. albicans CaHMX1 nucleotide
sequence and C. tropicalis genome was performed by using Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) of GenBank database (htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov). C. tropicalis nucleotide

sequence obtained was utilized for primers design using Genne Runner 3.05 software
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(http://www.generunner.com). Melting temperature of the primers designed is 52°C and their

amplification product presents 153 base pairs. Primer specificity was checked by BLAST

analysis searches.

Real-time PCR assay. Real-time PCR (LightCycler Nano System; Roche, Mannhein,
German) was used to determine the relative levels of CtHMX1 mRNA transcripts, with -
actina (ACT) as a reference housekeeping gene (Table 1). Each reaction consisted of a
working concentration of Platinum® SYBR® Green qPCR Supermix-UDG (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), 20 p mol I™* of each forward and reverse primer and
cDNA, in a final reaction volume of 20 pl. Negative controls (water) were included in each
run. The mixture was subjected to the following amplification program: 2 min at 50°C; 5 min
at 95°C; 40 cycles at 94°C for 30 s, 52°C for 30 s and 72°C for 1 min, with an additional
extension (72°C, 10 min). Melting curve analysis was performed for each sample to assure
that a single product was amplified in each reaction. Each reaction was performed in

triplicate.

Statistical analysis. Kruskal-Wallis test was used to evaluate the significant differences in
haemolytic activity promoted by the isolates grown in each condition tested, by applying
BioStat 5.0 software. In this test, p<0.05 was considered as statistically significant. The
Relative Expression Software Tool (REST 2009) was used to determine the relative
expression of the CtHMX1 gene in different culture condition evaluated. The gene expression

in the test situations was considered significantly different from control when p<0.001.
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RESULTS

Haemolytic activity of C. tropicalis under iron deprivation and in the presence of

haemoglobin and erythrocytes

The influence of iron deprivation and presence of iron sources (human haemoglobin or
erythrocytes) in the haemolytic potential of C. tropicalis was evaluated in this study. Cultures
in RPMI 1640 medium alone were used as experimental control. Haemolytic activity was
observed for all isolates under different culture conditions tested, however, distinct
haemolysis levels were observed (Fig. 1). The lowest values of haemolytic activity were
observed in cultures under iron deprivation, ranging from 4.3 to 6%. The haemolysis
promoted by most strains (80%) under this condition did not differ from those cultured in

RPMI 1640 medium.

On the other hand, higher haemolytic activity was observed in haemoglobin-supplemented
cultures, with haemolytic potential ranging from 13 to 22.5% (Fig. 1). Under this condition,
all isolates showed a significant increase in the haemolytic potential compared to control
cultures (p<0.05), the same occurring for most isolates in cultures supplemented with
erythrocytes. Isolate 236.10 showed distinct results on the levels of haemolysis under
different culture conditions. This isolate had no difference of haemolytic potential in cultures
supplemented or not with erythrocytes. Furthermore, this isolate showed a significant

reduction in haemolytic potential under iron deprivation, when compared to the control.

No differences were observed in the haemolytic activity of isolates in the presence of
haemoglobin or erythrocytes. However, the haemolytic potential of isolates in both conditions

differed from the iron-deprived cultures (p<0.05).

Putative C. tropicalis haem-oxygenase encoding gene (CtHMX1)
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A C. tropicalis orthologue gene to CaHMX1, which encodes a haem-oxygenase in C.
albicans, was identified by employing BLASTn/GenBank analyses. A potential gene of C.
tropicalis (GenBank access number: XM_002549959.1) exhibited 82% of similarity with
CaHMX1 nucleotide sequence (GenBank access number: XM _713942.1), score 628 and E
value 5% with coding sequence similar to haem-oxygenases. Furthermore, the amino acid
sequence corresponding to this gene is very similar to haem-oxygenases and haem-binding
proteins from other Candida species (BLASTp, GenBank) such as C. albicans (78%
similarity), C. dublinensis (81%) and C. orthopsilosis (75%), as well as showing a 37%
similarity with the haem-oxygenase HMX1 from Saccharomyces cerevisiae. The search for
conserved domains in the GenBank database revealed that the sequence XM _002549959.1
has the HemeO domain, also present in CaHMX1 and in sequences encoding haem

oxygenases from diverse organisms.

These analyses support the hypothesis that the sequence of nucleotides in C. tropicalis
(XM_002549959-1) is a potential orthologue to C. albicans CaHMX1-encoded haem
oxygenase. We named it CtHMX1 in analogy to its CaHMX1 orthologue. The CtHMX1
nucleotide sequence was used for in silico design of gene-specific oligonucleotide primers

(Table 1).

CtHMX1 gene expression under iron deprivation and in the presence of haemoglobin

and erythrocytes

Prior to real time PCR (gPCR) assays, we employed the Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) to verify the primers quality. These analyses indicated that each primer pair was
specific for the CtHMX1 and ACT C. tropicalis genes, and would not cross-react with

sequences from other organisms (data not shown). The absence of nonspecific amplification
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was confirmed for each real-time PCR reaction by the melting curve, which showed a single
peak in all reactions. In the absence of C. tropicalis cells, different culture media used for the
analysis of CtHMX1 expression showed no amplification in real-time PCR reactions,

confirming the specificity of the oligonucleotide primers.

Table 2 shows CtHMX1 expression levels after cultivation of C. tropicalis isolate 474.10
under iron deprivation, and in the presence of human haemoglobin and erythrocytes,
compared to cultures grown in a RPMI 1640 medium without supplementation. Significant
induction (p<0.001) of CtHMX1 expression under iron deprivation and in the presence of
haemoglobin was observed. Iron deprivation has determined more than a four-fold increase in
the synthesis of CtHMX1 transcripts by C. tropicalis; in the presence of haemoglobin,
CtHMX1 increased by more than twice the synthesis of transcripts. Considering the cultures
under iron deprivation, the highest induction was observed with 100 u mol I"* BPS (p<0.05).
In the presence of haemoglobin, the highest induction value of CtHMX1 expression was

determined for the cultures added of 0.125 pg ml™ of this protein.

Significant repression of CtHMX1 was observed in cultures grown in the presence of
erythrocytes (p<0.001); different concentrations of these blood cells led to a two-fold

repression of gene expression.

DISCUSSION

Although the production of haemolysin by prokaryotes has been widely studied, little is
known about haemolytic molecules produced by fungi. Luo et al. (2001) first described the
production of a haemolytic factor by C. tropicalis. Our group recently showed that the

haemolytic factor of C. tropicalis is not inactivated by heat and its phenotypic expression is
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not influenced by increased atmosphere of carbon dioxide (Favero et al., 2011), differently to

found in prokaryotes (Njoku-Obi et al., 1963; Haque & Baldwin, 1964).

Two culture conditions evaluated in this study (RPMI 1640 alone and RPMI 1640
supplemented with BPS) provide a limited iron environment for the yeast, as iron is scarce in
RPMI 1640 (Yuan et al., 1995). Our results revealed that the iron limitation was associated
with reduced production of haemolytic factor by C. tropicalis. As previously cited, C.
albicans haemolytic factor is known to be a cell wall mannoprotein (Watanabe et al., 1999) as
well as suggested by C. tropicalis haemolytic factor (Favero et al., 2014). Studies have shown
that the lack of iron affects cell wall composition in C. albicans (Paul et al., 1989; Sosinska et
al., 2008; Sorgo et al., 2013). Our results suggest that the amount of mannoprotein with
haemolytic capacity released in C. tropicalis culture medium is reduced in situations of iron

limitation.

The low haemolytic activity of C. tropicalis isolates grown under iron limitation may also
indicate that an alternative haem uptake mechanism may be used by the yeast, similarly to
found for C. albicans. It is known that besides the ability to acquire iron from the haem group,
C. albicans has at least two independent mechanisms for iron uptake from the host, such as,
the internalisation of iron present in siderophores produced by other microorganisms and the
reductive uptake system, which enables iron uptake from ferric chelates, such as transferrin
(Hammacott, 2000; Heymann et al., 2002; Hu, 2002; Knight, 2002; Almeida et al., 2009).
These mechanisms are induced by the yeast under iron limitation (Lesuisse et al., 2002). Such
strategies of iron uptake have not yet been described for C. tropicalis. However, our
hypothesis is supported by the occurrence of a putative C. tropicalis gene encoding a ferric
permease connected to the plasma membrane which is highly similar to the C. albicans FTR1

gene related to the reductive pathway of iron uptake (Butler et al., 2009).
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To our knowledge, this is the first study evaluating the effect of iron limitation on the
production of haemolytic molecules by fungi. However, it has been observed for C. albicans
that this nutritional status is associated with a reduction in the phenotypic expression of
virulence factors. Studies have reported that, when grown under iron limitation, C. albicans
has decreased adhesion, germ tube formation and cytotoxicity, as well as absence of
filamentous forms in biofilms (Sweet et al., 1991; Baillie & Douglas, 1998; Almeida et al.,

2008).

Our data also showed that the phenotypic expression of haemolytic factor by C. tropicalis is
differently regulated from haemolysins produced by bacteria cells where iron deprivation is
associated with the induction of haemolysin production (Cowart & Fosters, 1981; Stoebner &

Payne, 1988; Mittal et al., 2008).

The high levels of haemolysis promoted by C. tropicalis grown in the presence of
haemoglobin may indicate that this protein stimulated the phenotypic expression of virulence
attributes by the yeast including the haemolytic molecules. For C. albicans, it has been shown
that haemoglobin, released via erythrocytes lyses, regulates expression of genes associated
with infection (Pendrak et al., 2004a). Furthermore, the increase in haemolysis levels, despite
the presence of free haemoglobin in the medium, may be associated with slow kinetics in the
metabolism of this molecule and consequent release of complexed iron, which causes delay in
the uptake of available iron. A process involving several steps occurs in C. albicans from the
recognition of haemoglobin to the access to its ferric ions. Initially, the yeast binds with
haemoglobin via specific receptors and the protein is internalised via an endocytic pathway.
Once internalised into vacuoles, haemoglobin is hydrolysed and the haem groups are released,
with a haem oxygenase involved in the iron extraction (Santos et al., 2003; Weissman et al.,

2008).
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Currently, only few studies have been conducted to evaluate the influence of erythrocytes on
Candida spp. virulence, and this is the first report on the effect of erythrocytes in the
haemolytic activity of Candida spp. A high percentage of filamentous forms was observed in
cultures supplemented with erythrocytes and haemoglobin (data not shown), which may have
interfered with the haemolytic potential of the isolates. Fradin et al. (2005) showed that the
presence of erythrocytes induces the transition blastoconidia-hypha in C. albicans. According
to Manns et al. (1994), C. albicans hyphal cells are associated with higher haemolysis levels

than blastoconidial cells.

Most C. tropicalis isolates showed the same pattern of haemolytic activity in different study
conditions. However, interspecific variations were observed demonstrating that the production
of haemolytic factor in different microenvironments can be regulated in an isolate-dependent
manner. Isolate-dependent variations in the production of other virulence traits have already

been observed for C. albicans (Copping et al., 2005; Mitchell et al., 2007).

In silico analyses of C. tropicalis CtHMX1 gene revealed high nucleotide sequence similarity
to C. albicans CaHMX1,; besides, these two sequences have the same conserved domain
(HemeO) present in genes encoding haem-oxygenases in various organisms
(htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov). Iron deprivation and presence of haemoglobin determined
CtHMXL1 induction. This result corroborates to data obtained for CaHMX1 and HMX1 (8.
cerevisiae) genes, which also show induced expression under iron restriction (Santos et al.,
2003; Protchenko & Philpott, 2003; Pendrak et al., 2004b). Unlike observed in the presence
of haemoglobin and iron restriction, expression of CtHMX1 was suppressed in the presence of
erythrocytes. This is the first study evaluating the effect of erythrocytes in regulating the
expression of a gene possibly related to the acquisition of iron from the haem group in

Candida spp.



61

In conclusion, we report here that the phenotypic expression of the haemolytic factor in C.
tropicalis is influenced by the presence of haemoglobin and erythrocytes. Our results indicate
that CtHMXL1 is related to haem iron acquisition by C. tropicalis. Additionally, our results
suggest that two possible steps related to iron acquisition - the production of haemolytic factor
and CtHMX1 expression - are controlled independently, considering that iron deprivation
determined the lowest levels of haemolytic activity and highest levels of CtHMX1expression.
Finally, the presence of erythrocytes was related to increased levels of haemolysis and the
repression of CtHMX1 expression. Further studies are being conducted to determine the levels
of haemolytic factor produced by C. tropicalis in different iron sources and to clarify the role
of erythrocytes in regulating the expression of genes related to haem iron acquisition in this

species.
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Table 1. Primers sequences employed in RT-gPCR and respective amplicon sizes

Gene Orientation Sequence (5" - 3)

Amplicon size Reference

FW GNCNGANGCNCANNAGNC

CtHMX1

RV ANCANAGCNNAGTNACNTN

FW AACCTCTTCTCAATCATCTGC

B-Actin

RV GCTTCCAAACCTAAATCGGC

153 pb This study

129 pb

Vandeputte

et al.
(2005)

Table 2. Relative expression of the putative CtHMX1 gene by C. tropicalis following grown

on iron deprivation (BPS), in presence of haemoglobin or erythrocytes

Expression CtHMX1

Supplementation Concentration (fold)
100 4.42*
BPS
50 4.36 *
1 2.08 *
Haemoglobin (ug.ml™)

0.125 2.58 *
7% -2.85*

Erythrocytes (%)
4.50% -1.95~

* Significant difference (p<0.001) compared to control.
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Figure legend

Fig. 1 Haemolytic activity of Candida tropicalis clinical isolates cultured in RPMI 1640
medium alone or RPMI 1640 medium supplemented with 50p mol I of BPS, 1 pg.ml™* of

haemoglobin (HB) or 7% of erythrocytes (ERYTH)
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ARTIGO 2
Efeito de sangue e seus componentes na producao de fator hemolitico por Candida tropicalis

e na expressdo de HLPt, um possivel gene que codifica o fator hemolitico dessa espécie

RESUMO

A producdo de fator hemolitico tem sido reconhecida como um potencial fator de viruléncia
em Candida tropicalis, no entanto o entendimento de sua expressdo fenotipica e genotipica
ainda € limitado. Nesse estudo foi avaliada a influencia de sangue, eritrocitos e plasma de
origem humana na producdo de fator hemolitico por C. tropicalis. Os maiores valores de
hemolise foram promovidos por isolados cultivados em presenca de eritrocitos, sendo que
nessa condicdo a maioria dos isolados apresentou aumento do potencial hemolitico em
comparacdo aos cultivos em meio RPMI 1640 sem suplementacdo (controle) (p<0.05). Por
outro lado, os cultivos suplementados com plasma foram associados aos menores valores de
atividade hemolitica; em presenca de 7% dessa fracdo do sangue todos os isolados
apresentaram potencial hemolitico inferior aos cultivos controle (p<0,05). Nos cultivos
acrescidos de sangue a maioria dos isolados n&o apresentou diferengas no potencial
hemolitico em comparagdo ao controle. A filamentacdo de C. tropicalis nas diferentes
condicGes de cultivo também foi avaliada; em presenca de eritrécitos e sangue foi verificada
maior porcentagem de formas filamentosas em relacdo ao controle, ja em presenca de 3,8 ou
7% de plasma a porcentagem de hifas e pseudo-hifas presentes foi inferior a verificada na
condicdo controle. N&o foi constatada correlacdo entre a diferenciacdo em formas
filamentosas e o potencial hemolitico dos isolados nas condicgdes testadas. A expressdo de
HLPt (Hemolisyn Like Protein), um possivel gene relacionado ao potencial hemolitico dessa
especie, foi avaliada apos cultivo de C. tropicalis em presenca de plasma e sangue. A

presenca de plasma ndo promoveu alteragdes na sintese de transcritos de HLPt por C.
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tropicalis; o mesmo foi verificado para a maioria dos isolados nos cultivos em presenca de
sangue. Nossos dados sugerem que componentes do plasma exercam uma acao neutralizadora

sobre o fator hemolitico de C. tropicalis.

Palavras chave: Candida tropicalis, hemolise, sangue, eritrocitos, plasma, HLPt.

INTRODUCAO

Espécies do género Candida sdo os principais agentes causais de infeccdes
fungicas em humanos, sendo as candidemias um grave problema de satde publica (CLARK;
HAJJEH, 2002; SARDI et al., 2013; NUCCI et al., 2013). Embora Candida albicans ainda
seja a espécie mais amplamente associada a essas infec¢cdes, a incidéncia de espécies de
Candida nao-albicans vem aumentando mundialmente (DUTTA; PALAZZI, 2011; GUINEA,
2014). Em regides de clima tropical, como paises da América Latina e Asia, Candida
tropicalis destaca-se como uma das principais espécies, sendo comumente relacionada a casos
de candidemia em pacientes com cancer, neutropenia e em individuos transplantados (CHAI
etal., 2010; FALAGAS et al., 2010; MUNOZ et al., 2011).

Revisbes recentes tém listado diversos atributos que contribuem para a
patogenicidade de C. tropicalis (CHAI et al., 2010; SILVA et al., 2012; NEGRI et al., 2012).
Dentre estes tem-se o fator hemolitico, um potencial fator de viruléncia em espécies de
Candida que promove a lise de eritrocitos, contribuindo para sua capacidade de acessar
hemoglobina e, consequentemente, ferro do hospedeiro (MANNS et al., 1994; LUO et al.,
2001).

No género Candida, a capacidade de produzir e secretar fator hemolitico foram
primeiramente reconhecidas para C. albicans; em estudos iniciais foi relatado que hifas

apresentam maior potencial hemolitico quando comparadas a blastoconideos de C. albicans
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(MANNS et al., 1994). Posteriormente o fator hemolitico de C. albicans foi caracterizado
como uma manoproteina de parede celular capaz de se ligar a uma proteina especifica da
membrana de eritrocitos, provocando sua lise (WATANABE et al., 1999). A producdo de
fator hemolitico por C. tropicalis foi primeiramente descrita por Luo e colaboradores (2001) e
recentemente foi sugerido que o fator hemolitico dessa espécie seja quimicamente similar ao
de C. albicans (FAVERO et al., 2014).

As bases moleculares que regulam a expresséo do fator hemolitico por espécies de
Candida sdo pouco compreendidas. Em 2000 foi descrito o possivel gene HLP (Hemolisin
Like Protein) de Candida glabrata, sendo demonstrada elevada correlacdo entre a sintese de
transcritos de HLP e a atividade hemolitica de isolados da espécie (LACHKE et al., 2000;
LUO et al., 2004). Recentemente um gene ortdlogo, denominado HLPt foi descrito para C.
tropicalis e a correlacdo entre expressdo de HLPt e atividade hemolitica também foi
verificada para esta espécie (FAVERO, 2012).

O entendimento a respeito da producdo de fator hemolitico por C. tropicalis ainda
é limitado, o que reforca a importancia de estudos relativos a regulacdo de sua expressao
fenotipica e genotipica. Neste contexto, no presente estudo foi avaliada a influéncia de sangue
total humanoe suas fragdes eritrocitos e plasma na hemdlise promovida por C. tropicalis. Para
investigar uma possivel associagdo entre a diferenciacdo celular em formas filamentosas e o
potencial hemolitico dos isolados também foi avaliada a porcentagem de formas filamentosas
presentes nas diferentes condi¢fes de cultivo. Por fim foi avaliada a influéncia de sangue e
plasma na expressdo do gene HLPt por C. tropicalis, buscando uma maior compreensao dos
eventos fenotipicos observados. Foi verificado que eritrocitos e plasma interferem de formas
distintas no potencial hemolitico de C. tropicalis; ja a expressdo de HLPt ndo é influenciada

por plasma.
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METODOLOGIA

Isolados de Candida tropicalis e identificagdo

Neste estudo foram empregados isolados clinicos de C. tropicalis (46.10, 207.10,
236.10, 406.10 e 474.10) coletados de sangue de pacientes admitidos na Unidade de
Tratamento Intensivo do Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina (HU-
UEL) e mantidos no estoque de leveduras do Laboratorio de Fisiologia e Biologia Molecular
de Fungos da UEL. Os isolados foram identificados presuntivamente com emprego do meio
cromogénico CHROMagar®Candida (CHROMagar Company, Paris, France) e a identificacéo
foi confirmada por PCR com o emprego de oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos,

conforme descrito por Furlaneto e colaboradores (2011).

Atividade hemolitica do sobrenadante de cultivo

A avaliacdo da atividade hemolitica dos isolados em presenca de sangue total,
eritrocitos ou plasma humanos procedeu-se conforme Favero e colaboradores (2011), com
modificacdes. Os isolados foram pré-cultivados a partir do estoque por 18 horas em meio
RPMI 1640 (SIGMA-ALDRICH, St Louis, MO, USA). As células resultantes foram
coletadas, lavadas em tampéo salina fosfato (PBS) e aproximadamente 10* células.mL™ foram
inoculadas em meio RPMI 1640 sem suplementacdes (situacdo controle) ou acrescido das
seguintes suplementacgdes: 7% de sangue total humano; 7% ou 3,1% de eritrocitos humanos e
7% ou 3,8% de plasma humano (situacdes teste). Estas suspensdes foram cultivadas por 48
horas a 37°C/180 rpm. As culturas resultantes foram centrifugadas em baixa rotacdo (1000g/
2 min) e os sobrenadantes de cada cultivo foram cuidadosamente removidos e filtrados em
membranas de celulose (Millipore MILLEX GV, Billerica, MA, USA), sendo posteriormente
concentrados 10 vezes por liofilizagao.

Os sobrenadantes concentrados foram adicionados na propor¢éo 1:4 (v/v) a uma

suspensdo de 108 eritrécitos humanos.mL™ em meio RPMI 1640 e o material foi incubado a
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37°C por 18 horas. Apds este periodo as amostras foram centrifugadas (1000 rpm / 2 min)
para sedimentacao dos eritrdcitos; para estimar o grau de lise dos mesmos foi determinada a
absorbancia do sobrenadante a 405 nm. Os percentuais de hemolise promovidos pelos
isolados nas diferentes condicdes de cultivo foram calculados de acordo com a equacéo:
Hemdlise (%) = 100-[(Ap-As)/(Ap-An)x100)], sendo Ap, An e As as absorbancias obtidas
para controle positivo, controle negativo e amostra teste, respectivamente. Para cada condi¢éo
de cultivo foram utilizados controles positivos e negativos especificos - para os controles
negativos foram empregados os respectivos meios de cultivo utilizados em cada situacdo
testada e para os controles positivos foi adicionado 0,6% de dodecil sulfato de sodio (SDS)
aos respectivos meios de cultivo. Foram realizadas trés repetices de cada experimento. Para
os cultivos foram utilizados sangue, eritrocitos e plasma frescos, coletados de adulto saudavel

utilizando EDTA como anticoagulante.

Avaliacao da diferenciacéo celular em formas filamentosas

Para essa analise foram utilizados os mesmos isolados e condi¢Ges de cultivos
empregados na avaliagdo da atividade hemolitica. Apo6s o cultivo dos isolados por 48 horas
nas situaces teste e controle, uma aliquota de cada cultura foi reservada para determinacdo da
porcentagem de diferenciacdo celular em formas filamentosas (hifas e pseudo-hifas). Essa
avaliacdo foi realizada por microscopia de luz avaliando-se a morfologia celular de

aproximadamente 1000 células por amostra.

Microscopia eletronica de varredura (MEV)
Para a andlise por MEV o isolado 406.10 de C. tropicalis foi inicialmente
cultivado em RPMI 1640 sem suplementacGes ou acrescido de 7% de sangue total, eritrocitos

ou plasma humanos por 48 horas. Apos o tempo de cultivo foi adicionado 0,6% de SDS aos
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cultivos acrescidos de sangue e eritrocitos para lise das células sanguineas e as culturas foram
rapidamente lavadas em tampdo salina fosfato (PBS). As células fungicas de cada cultivo
foram aderidas a laminulas revestidas com poli-L-lisina; as amostras foram fixadas com
solucdo de gutaraldeido 3,5% em tampéo fosfato 0,1 mol.L™ e pés-fixadas com solucdo de
tetroxido de 6smio 1% em tampdo fosfato 0,1 mol.L™ . O material foi desidratado com série
alcoolica de concentracdo crescente, seco ao ponto critico (Critical Point Dryer SDC 030 -
BALTEC), recoberto com uma camada de ouro (Sputter Coater SDC 050 - BALTEC) e

observado ao microscopio eletrénico de varredura (FEI Quanta 200).

Extracdo de RNA e transcricao reversa

Apbs cultivo dos isolados 46.10, 406.10 e 474.10 por 6 horas em meio RPMI
1640(situacédo controle) ou RPMI 1640 suplementado com 7% de sangue total, 7% de plasma
ou 3,8% de plasma humanos (situacdes teste), aliquotas de 1 mL de cada cultivo foram
rapidamente centrifugadas e os sedimentos celulares foram submetidos a extracdo de RNA
total utilizando o kit EZ-10 Spin Colums Total RNA Minipreps Super Kit (BIO BASIC INC,
Markham, Ontario, Canada), conforme instrucdes do fabricante.

A transcricdo reversa foi realizada partindo-se de 500 ng de RNA total
previamente incubado a 64°C por 10 minutos e submetido a choque térmico em gelo por 2
minutos sendo adicionados MgCl, (4 mM), 2 ul de Tampé&o 10x, dNTP (200 uM), Oligo (dT)
(0,4 uM), RNAse OUT (4 U) e transcriptase reversa M-ML V (0.5 U) (Invitrogen Life
Tecnologies, Carlsbad, CA, USA) em uma reacdo 20uL. A mistura foi incubada a 42°C por

60 minutos em termociclador Tc 3000 (Techne, Cambridge, UK).

Quantificacao relativa da expressao do possivel gene HLPt
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A quantificacdo relativa da expressdo do gene HLPt por C. tropicalis foi realizada
por PCR em tempo real empregando-se o sistema LightCycler Nano (Roche, Mannhein,
German). Para isso foram utilizados oligonucleotideos iniciadores para o gene HLPt descritos
por Favero (2012).

Para as reacdes de PCR em tempo real foi empregado o kit Platinum® SYBR®
Green qPCR Supermix-UDG (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), sendo
adicionados 20 uM de cada oligonucleotideo iniciador (HLPtF e HLPtR), além do cDNA
obtido para cada isolado em sua respectiva condi¢do de cultivo, perfazendo uma reacdo de 20
uL de volume final. O gene constitutivo ACT (B- Actina) foi utilizado como normalizador das
reacOes, conforme Vandeputte e colaboradores (2005). Controles negativos de reacdo
(auséncia de cDNA) foram incluidos em cada reacdo de PCR. Todas as reacfes foram
submetidas ao seguinte programa de amplifica¢do: 50°C por 2 minutos; 95°C por 10 minutos;
40 ciclos de 95°C por 10 segundos, 58°C por 20 segundos e 72°C, por um periodo de 15
segundos em cada temperatura, e uma extensao adicional 72°C por 2 minutos. As eficiéncias
das reacdes de amplificacdo para cada par de oligonucleotideos iniciadores empregados foram
estimadas por curva de calibracdo. Para confec¢do das curvas foram utilizados 5 pontos de
diluicdo em série (1:2,5 a 1:40) de uma mistura de cDNAs de C. tropicalis provenientes de
RNAs extraidos nas condi¢des de estudo. A especificidade da amplificacdo foi avaliada para
cada amostra por meio da curva de fusdo (melting curve), variando-se a temperatura de 50 °C
a 98 °C em 0,5 °C a cada 2 segundos, assegurando que apenas o produto de interesse tenha

sido amplificado em cada reacdo. Foram realizadas trés repeticdes de cada experimento.

Analises estatisticas
Para avaliar possiveis diferencas na atividade hemolitica e filamentacdo dos

isolados nas diferentes condicdes de cultivo estudadas foi empregado o teste Kruskal-Wallis,
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empregando-se o software BioStat 5.0. Foram considerados significativos valores de p<0,05.
A expressao relativa do gene HLPt nas diferentes condicdes avaliadas foi determinada pelo
software REST 2009 (Relative Expression Software Tool). Esse software avaliou possiveis
diferencas entre as expressfes do gene nas situacOes teste comparativamente a situacao

controle e considerou significativos valores de p<0,001.

RESULTADOS
Potencial hemolitico de C. tropicalis em presenca de sangue total, eritrocitos ou plasma
humanos

Nesse estudo foi avaliada a influéncia de sangue, eritrocitos ou plasma humanos
no potencial hemolitico de isolados clinicos de C. tropicalis. Inicialmente foi avaliado o
potencial hemolitico dos isolados cultivados em RPMI 1640 suplementado com 7% de
sangue, eritrocitos ou plasma. Cultivos em meio RPMI 1640 sem suplementaces foram
utilizados como controle experimental.

Considerando-se as quatro condi¢fes de cultivo avaliadas inicialmente, os maiores
valores de hemélise foram constatados para os cultivos suplementados com 7% de eritrocitos
(Figura 1). Nessa condicdo a maioria (80%) dos isolados teve aumento significativo do
potencial hemolitico comparativamente aos cultivos controle (p<0,05). Ainda, todos os
cultivos suplementados com 7% de eritrocitos foram associados & atividade hemolitica
superior aos cultivos em presenca de sangue (p<0,05). Por outro lado, nos cultivos em
presenca de sangue o potencial hemolitico da maioria dos isolados (80%) ndo diferiu da
condig&o controle.

Os menores valores de hemolise foram promovidos pelos cultivos acrescidos de
7% de plasma. Nessa condicdo todos os isolados apresentaram potencial hemolitico

significativamente inferior aos cultivos controle (p<0,05); a atividade hemolitica promovida
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pelos isolados cultivados em presenca de 7% de plasma também foi inferior a verificada em
presenca de 7% de sangue (p<0,05).

Considerando-se que o sangue total de adultos saudaveis é composto por 40-45%
de eritrocitos e 55-60% de plasma, nesse estudo também foi avaliado o potencial hemolitico
de C. tropicalis em presenca de 3,1 e 3,8% de eritrécitos e plasma, respectivamente, que
representam concentracdes proporcionais as quantidades destes componentes em 7% de
sangue.

Todos os cultivos suplementados com 3,1% de eritrocitos foram associados a
niveis de promocdo de hemolise superiores aos verificados tanto na situacdo controle quanto
nos cultivos suplementados com sangue (p<0,05). No entanto, o potencial hemolitico da
maioria (80%) dos isolados cultivados em presenca de 3,1% de eritrocitos ndo diferiu do
verificado em presenca de 7% dessas células sanguineas.

A atividade hemolitica promovida por todos os sobrenadantes nos cultivos
acrescidos de 3,8% de plasma néo diferiu da verificada tanto nos cultivos controle quanto nos
cultivos acrescidos de 7% de sangue. No entanto, o potencial hemolitico de todos os isolados
cultivados nessa condicdo foi superior (p<0,05) ao verificado nos cultivos acrescidos de 7%
desse componente do sangue.

O isolado 236.10 apresentou resposta distinta dos demais com relacdo ao
potencial hemolitico nas diferentes condi¢fes avaliadas. Este isolado ndo apresentou
diferengas com relacdo a promocdo de hemdlise ap6s cultivos com ou sem suplementacao de
7% de eritrocitos; no entanto, nos cultivos acrescidos de 3.1% de eritrécitos o potencial
hemolitico de 236.10 foi superior ao verificado em maior concentragdo dessas células
sanguineas (p<0,05). Além disso, esse isolado apresentou reducédo significativa do potencial

hemolitico em presenca de sangue comparativamente ao controle.
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Avaliacdo da porcentagem de formas filamentosas presentes nas diferentes condicdes de
cultivo

A comparacao entre porcentagem de formas filamentosas presente nos cultivos de
C. tropicalis em meio RPMI 1640 sem suplementacdes ou suplementado com sangue (7%),
eritrocitos (7 ou 3,1%) ou plasma (7 ou 3,8%) evidenciou influéncia da presenca de sangue e
seus componentes na diferenciacéo celular de C. tropicalis (Figura 1).

Os cultivos de todos os isolados nas situacGes teste diferiram dos cultivos na
situacdo controle com relacdo a porcentagem formas filamentosas presentes (p<0,05). As
maiores quantidades de pseudo-hifas e hifas foram encontradas nos cultivos suplementados
com 7% de eritrocitos (8% em média), seguido por 3,1% de eritrdcitos e 7% de sangue, que
apresentaram quantidades significativamente superiores as presentes nos cultivos controle
(4,1% em média). Por outro lado, nos cultivos suplementados com as diferentes concentragdes
de plasma as porcentagens de formas filamentosas presentes foram inferiores as verificadas
nos cultivos controle e nas demais condicdes avaliadas (p<0,05).

N&o foram encontradas diferencas entre os cultivos acrescidos de 3,1% de
eritrécitos ou de 7% de sangue com relacdo a porcentagem de formas filamentosas presentes.
A maioria dos isolados (80%) cultivados nessas duas condi¢des também ndo diferiu dos
cultivos acrescidos de 7% de eritrocitos. Também ndo foram encontradas diferengas entre a
quantidade de formas filamentosas presente nos cultivos suplementados com 3,8 ou 7% de

plasma.

Ultraestrutura de C. tropicalis em presenca de sangue total, eritrécitos e plasma
A analise por MEV evidenciou diferencas nos formatos celulares de C. tropicalis

nos cultivos em presenca ou auséncia de sangue e seus componentes eritrocitos e plasma
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(Figura 2). Nos cultivos em presenca de sangue e eritrocitos foram verificadas longas células
filamentosas de C. tropicalis, além de blastoconideos predominantemente ovalados; ja nos
cultivos acrescidos de plasma foram verificados blastoconideos mais arredondados em
comparacdo aos observados em RPMI 1640 e nas demais condicdes (Figura 2).

Nos cultivos acrescidos de sangue e seus componentes também foi verificada
presenca de material extracelular, ausente nos cultivos em RPMI 1640 (Figura 2 B, C e D).
Nos cultivos acrescidos de sangue a quantidade de material extracelular foi notoriamente
maior que a observada em presenca de eritrocitos. O material extracelular encontrado em
cultivos acrescidos de sangue ou plasma apresentou diferencas, ou seja, em 7% de sangue as
células de C. tropicalis apareceram revestidas por material extracelular, enquanto a maior
parte do material extracelular presente nos cultivos acrescidos de plasma ndo aparece

recobrindo as células e tem aspecto granular.

Expresséo relativa do gene HLPt

Os valores de expresséo relativa de HLPt por isolados de C. tropicalis cultivados
em presenca de 7% de sangue humano, 7 ou 3,8% de plasma humano, estéo representados na
Tabela 1.

Nas situagdes teste analisadas todos os isolados apresentaram niveis de transcritos
de HLPt superiores aos constatados na situacdo controle. Os maiores niveis de transcritos
foram detectados em cultivos acrescidos de 7% de sangue, sendo que essa condigédo
determinou inducdo de HLPt em até 3,8 vezes. Nessa condi¢do apenas o isolado 474.10
apresentou inducdo significativa de HLPt (p<0,001). Este isolado apresentou os maiores
niveis de transcritos em todas as condi¢Oes testadas. Embora a sintese de transcritos de HLPt

tenha sido mais elevada nos cultivos em presenca de plasma que na sua auséncia, nenhum
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isolado apresentou diferenca significativa na expressao de HLPt entre essas duas condigdes de

cultivo.

DISCUSSAO

Apesar da importancia clinica de C. tropicalis como agente causal de infec¢bes
superficiais e sistémicas, ainda sdo poucos os estudos abordando a producdo de fatores de
viruléncia por esta espécie, principalmente quando comparado a C. albicans.
Especificamente, o conhecimento acerca da producdo de fator hemolitico por C. tropicalis
ainda € bastante limitado, sendo as bases que controlam sua expressao fenotipica e genotipica
pouco compreendidas.

Dentre os estudos que avaliaram a atividade hemolitica de C. tropicalis, a maioria
realizou testes em meio solidificado suplementado com 7% de sangue de carneiro (LUO et al.,
2001; FURLANETO-MAIA et al., 2008; NEGRI et al., 2010). No entanto, recentemente
nosso grupo demonstrou que C. tropicalis é capaz de liberar fator hemolitico no sobrenadante
de cultivo (FAVERO et al., 2011). No presente estudo, o0 emprego de uma modificacdo do
ensaio de atividade hemolitica a partir do sobrenadante de cultivo desenvolvido por Favero e
colaboradores (2011) possibilitou a avaliagdo da influéncia do sangue humano e de suas
fracdes eritrdcitos e plasma no potencial hemolitico de C. tropicalis.

A reducdo da hemolise promovida por C. tropicalis frente a presenca de 7% de
plasma, verificada neste estudo, pode indicar que uma estratégia de captacdo de ferro
alternativa a captacdo de ferro do grupo heme tenha sido utilizada nesta condicdo. No soro de
vertebrados a glicoproteina transferrina se liga com alta afinidade a ions ferro, protegendo o
organismo contra a toxicidade desse elemento e, a0 mesmo tempo, mantendo sua
biodisponibilidade para células (BAILEY et al., 1988; CASSAT; SKAAR, 2013). Em

decorréncia de sua alta afinidade de ligacéo, a transferrina tem sido considerada indisponivel
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como fonte de ferro para micro-organismos. No entanto Knight e colaboradores (2005)
demonstraram que C. albicans é capaz de captar e utilizar o ferro ligado a essa molécula.
Esses autores ainda relataram que essa captacdo é mediada pela via redutiva, ndo havendo
participacdo das estratégias de captacdo de ferro por sider6foros ou do grupo heme. A via de
captacdo redutiva ainda ndo foi descrita para C. tropicalis, no entanto ja foi descrito um
possivel gene dessa espécie que codifica uma permease férrica de membrana, similar ao gene
FTR1 de C. albicans, componente da via redutiva de captacdo de ferro dessa espécie
(BUTLER et al., 2009).

Os baixos niveis de hemdlise promovidos por C. tropicalis em presenca de 7% de
plasma também podem estar associados a acdo neutralizadora de anticorpos ou outros
componentes do plasma sobre o fator hemolitico. Recentemente nosso grupo sugeriu que o
fator hemolitico de C. tropicalis seja uma manoproteina possivelmente componente da parede
celular dessas leveduras (FAVERO, 2012; FAVERO et al., 2014), assim como demonstrado
para C. albicans (WATANABE et al., 1999). A parede celular de Candida possui diversos
componentes que podem estimular a resposta imune do hospedeiro e entre estes tem-se as
manoproteinas, que sdo as moléculas mais imunogénicas da parede celular dessas leveduras.
Tanto a fracdo carboidrato quanto a proteica das manoproteinas podem induzir uma forte
resposta imune humoral, seja quando estdo compondo a parede celular ou quando liberadas
para 0 meio extracelular (MATTHEWS; BURNIE 1996; LOPEZ-RIBOT et al., 2004). Ja foi
demonstrado que anticorpos anti-manoproteinas sdo ubiquos no soro humano, sendo sua
presenca possivelmente decorrente da estimulacdo do sistema imune ocasionada pela
colonizacdo por Candida (DOMER, 1989; JONES, 1990; ZHANG; KOZEL 1998).

O potencial hemolitico de C. tropicalis também foi influenciado pela presenca de
7% de eritrocitos. A maioria dos isolados apresentou aumento do potencial hemolitico em

presenca dessa fragdo do sangue. Possiveis alteracfes na composic¢do da parede celular de C.



81

tropicalis frente a presenca de plasma ou eritrocitos podem ter determinado as variacdes de
hemolise verificadas no presente estudo. Tem sido demonstrado que a composicdo da parede
celular de C. albicans é alterada quando a levedura é cultivada em presenca de sangue ou
soro. Kruppa e colaboradores (2011) relataram aumento na quantidade total de manoproteinas
na parede celular dessas leveduras em presenca de sangue total ou sua fracdo acelular.
Lowman e colaboradores (2011) observaram que a complexidade da manana da parede
celular é diminuida quando C. albicans é cultivada nessas condigdes.

Apesar de os cultivos suplementados com 7% de plasma ou 7% de eritrocitos
terem determinado variacbes no potencial hemolitico dos isolados em comparacdo ao
controle, 0 mesmo nao foi verificado para a maioria dos cultivos acrescidos de sangue total.
Assim, nds questionamos se a hemdlise promovida pelos isolados cultivados em 7% de
sangue seria resultante da somatdria dos efeitos das fracdes isoladas, eritrécitos e plasma.
Buscando responder a esse questionamento a atividade hemolitica dos isolados foi também
avaliada em presenca de 3,1% de eritrécitos ou 3,8% de plasma, que representam quantidades
proporcionais as concentracfes desses constituintes em 7% de sangue. A presenca de
eritrécitos, mesmo na menor concentracdo avaliada, determinou aumento significativo do
potencial hemolitico dos isolados com relagdo ao controle. Por outro lado, nos cultivos
acrescidos de 3,8% de plasma a hemodlise promovida pelos isolados ndo diferiu do grupo
controle, indicando que o efeito do plasma na atividade hemolitica é dependente de sua
concentracdo. Esses resultados sugerem que além do plasma e dos eritrdcitos, outros
componentes sanguineos também possam interferir no potencial hemolitico de C. tropicalis.

Eletromicrografias de cultivos de C. tropicalis em presenca de sangue mostram
grande quantidade de material extracelular aderido as células fungicas; parte desse material
extracelular pode ser proveniente da atividade de neutrofilos. Tem sido demonstrado que um

dos mecanismos de atuacdo de neutrdfilos sobre micro-organismos invasores é a formacao de
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armadilhas extracelulares (Neutrophil Extracelular Traps - NETSs). Estas estruturas sdo
compostas por cromatina e granulos de proteina liberados dos neutréfilos e tem a capacidade
de se ligar e matar micro-organismos, incluindo Candida spp (BRINKMANN et al., 2004;
URBAN et al., 2006; FUCHS et al., 2007; BYRD et al., 2013).

A quantidade significativa de material extracelular verificada nos cultivos de C.
tropicalis em presenca de plasma e o formato arredondado das células nessa condi¢do podem
representar mecanismos de defesa da levedura contra um ambiente hostil. Em tratamento com
compostos de acdo antimicrobiana, C. tropicalis forma blastoconideos arredondados e é
verificada grande quantidade de material extracelular de aspecto granular (SERPA et al.,
2012), de forma semelhante a revelada pelas eletromicrografias de cultivos em presenca de
plasma.

Neste estudo, a maioria dos isolados apresentou 0 mesmo padrdo de promocéo de
hemolise nas condi¢cdes de cultivo avaliadas, no entanto foram observadas variacoes
interespecificas demonstrando que a producdo de fator hemolitico em diferentes micro-
ambientes pode ser regulada de maneira isolado-dependente. Variac¢6es isolado-depedente na
producdo de outros fatores de viruléncia ja foram verificadas para espécies de Candida
(COPPING et al., 2005; MITCHELL et al., 2007; SPECIAN et al., 2013).

Nas condicbes de estudo ndo foi verificada correlacdo entre a diferenciacao
morfolégica (blastoconideo-formas filamentosas) e a hemdlise promovida por C. tropicalis
(Figura 1).

A presenca de sangue ou de eritrocitos, nas duas concentragdes avaliadas,
determinou maior diferenciacdo em formas filamentosas em comparacao ao controle, sendo o
oposto observado para os cultivos nas diferentes concentracdes de plasma, nos quais foram
observadas as menores quantidades de hifas e pseudo-hifas. Por outro lado, a capacidade

hemolitica dos isolados cultivados em presenca de sangue ou 3,8% de plasma néo diferiu da
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verificada na condicao controle. Além disso, o isolado 236.10 apresentou resposta distinta dos
demais com relacdo ao potencial hemolitico em algumas condic¢des de cultivo, no entanto o
potencial de filamentacdo deste isolado néo diferiu dos demais nas diferentes condicoes.

Fradin e colaboradores (2005) verificaram que em presenca de eritrocitos e soro
C. albicans rapidamente realiza a morfogénese blastoconideo-hifa. Tem sido relatado que a
diferenciacéo de células blastoconidiais de C. albicans a formas filamentosas esta relacionada
ao aumento de seu potencial de viruléncia (CARLISLEA et al., 2008; THOMPSON, et al.,
2011). Ao contréario do verificado no presente trabalho, estudos pioneiros relativos a producéo
do fator hemolitico por C. albicans sugeriram que células hifais desses fungos estariam
relacionadas a uma maior producdo de fator hemolitico comparativamente a células
blastoconidiais e que apenas hifas teriam habilidade de utilizar hemoglobina como fonte de
ferro (MANNS et al., 1994; TANAKA et al., 1997).

Para aprofundar nosso conhecimento sobre a regulacdo da producdo de fator
hemolitico por C. tropicalis, e na tentativa de esclarecer algumas das proposi¢cdes deste
estudo, foi avaliada a expressao do gene HLPt. N&o foi verificada correlacdo entre o niveis de
transcritos de HLPt e o potencial hemolitico de isolados de C. tropicalis cultivados em
presenca de plasma. Embora a presenca de 7% de plasma tenha determinado diminuic¢do na
promoc¢do de hemolise por C. tropicalis, ndo foram verificadas diferencas nos niveis de
transcritos de HLPt em cultivos suplementados ou ndo dessa fragcdo do sangue. Estudos
conduzidos até o momento indicam que a expressdo do gene HLPt de C. tropicalis, assim
como a de seu ortélogo HLP de C. glabrata, esteja fortemente correlacionada com a atividade
hemolitica de isolados da espécie (LUO et al., 2004; FAVERO, 2012). Dessa forma, 0s
resultados obtidos no presente estudo fortalecem a hipdtese de que a reducdo da atividade

hemolitica de C. tropicalis nos cultivos em presenca de 7% de plasma tenha sido
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proporcionada pela atuacdo de anticorpos ou outros componentes plasmaticos sobre o fator
hemolitico e ndo por alteracfes na sua producéo.

Os maiores niveis de transcritos de HLPt foram constatados nos cultivos
suplementados com 7% de sangue, no entanto nessa condicdo apenas um dos isolados
apresentou inducdo significativa da expressdao em comparagdo ao controle, o que indica que
HLPt pode ser regulado de maneira isolado-dependente. Esse resultado concorda com o
relatado por Favero (2012).

Os resultados reportados nesse estudo demonstram que fracBes do sangue
interferem no potencial hemolitico e na filamentacdo de C. tropicalis, havendo independéncia
com relacdo a expressdo fenotipica desses dois fatores de viruléncia. Nossos resultados
também sugerem que a lise de eritrécitos pelo fator hemolitico possa ser atenuada pela

atuacdo de fatores do plasma, a exemplo de anticorpos anti-fator hemolitico.
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Tabela 1- Expressdo relativa do gene HLPt por isolados clinicos de C. tropicalis cultivados
em presenca de sangue total humano (7%) ou plasma humano (7 ou 3,8%). Os valores sdo

representativos de trés repeticGes experimentais.

Suplementacéo Isolado Expressdo HLPt (vezes)

46.10 1,827

Sangue 7% 406.10 1,306
474.10 3,811*

46.10 1,803

Plasma 7% 406.10 1,216
474.10 2,759

46.10 1,616

Plasma 3,8% 406.10 1,066
474.10 2,765

* Diferenca significativa em relacdo ao controle (RPMI 1640 sem suplementacdes)
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Figura 1- Atividade hemolitica (barras claras) e filamentacdo (barras escuras) médias dos

isolados de C. tropicalis ap0s cultivos por 48 horas em RPMI 1640 sem suplementacGes ou

suplementado por 7% de sangue total, 7% ou 3,1% de eritrocitos (Erit), 7% ou 3,8% de

plasma. Os valores representam medias de trés repeticdes experimentais.
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Figura 2 - Ultraestrutura do isolado 406.10 de C. tropicalis ap6s cultivo por 48 horas em
meio RPMI 1640 sem suplementacdes (A) ou suplementado por 7% de sangue total (B), 7%
de eritrécitos (C) ou 7% de plasma humanos (D). Grande quantidade de matriz extracelular
aderida as células é verificada nos cultivos acrescidos de sangue (cabeca de seta). Nos
cultivos acrescidos de plasma observa-se matriz extracelular granular (seta). As barras

representam 10um.
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ARTIGO 3

Avaliacéo do efeito de diferentes acucares no potencial hemolitico de Candida tropicalis.

RESUMO

A capacidade hemolitica é reconhecida como um possivel determinante de viruléncia de C.
tropicalis, no entanto, os fatores relacionados a regulacdo da producéo de fator hemolitico sdo
pouco compreendidos. Neste estudo foi avaliado o efeito de diferentes acucares (glicose,
sacarose € manose) na producdo de fator hemolitico por isolados clinicos de C. tropicalis.
Cultivos em meio RPMI 1640 sem suplementacdo de acUcares foram utilizados como
controle. As diferentes concentracdes de glicose e sacarose testadas determinaram aumento
significativo do potencial hemolitico de todos os isolados avaliados (p<0,05). O mesmo foi
verificado para cultivos acrescidos de manose nas concentracbes 4 e 6%; em cultivos
acrescidos de 2% desse agucar a maioria (60%) dos isolados também apresentou potencial
hemolitico mais elevado em comparacdo aos cultivos controle (p<0,05). Os resultados
demonstraram que o efeito da fonte de carbono na capacidade hemolitica é concentracdo-
dependente. Os maiores valores de hemolise foram promovidos por cultivos em 6% de
manose, sendo que nessa condicdo a maioria (80%) dos isolados apresentou potencial
hemolitico superior ao verificado em 6% de glicose - segunda condicdo na qual foram
verificados os maiores valores de hemolise. A lectina concanavalina A determinou inibicédo de
mais de 50% da atividade hemolitica de cultivos de C. tropicalis em 6% de glicose ou
manose, sugerindo que a hemdlise verificada nessas condicdes seja, pelo menos parcialmente,
decorrente da atuacdo de uma manoproteina hemolitica. Nao foi verificada correlacdo entre o

potencial hemolitico de C. tropicalis e a expressdo de HLPt em presenca de 6% de glicose,
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sacarose ou manose. Nossos resultados indicam que diferentes acucares podem influenciar o
potencial hemolitico de C. tropicalis.

Palavras chave: Candida tropicalis, hemolise, glicose, manose, sacarose.

INTRODUCAO

Infecgbes fangicas invasivas (IFIs) sdo um grave problema de salde publica,
acometendo principalmente pacientes imunocomprometidos. O género Candida tem sido um
dos principais responsaveis pelas IFIs, sendo que espécies de Candida ndo-albicans tem
emergido como importantes agentes dessas infeccdes (CHAMPS-BRO et al., 2011; LIU et al.,
2011; MOR et al., 2011; ZAOUTIS et al., 2011). Em regides equatoriais Candida tropicalis
estd entre as principais espécies relacionadas a episodios de candidemia e a incidéncia de
infeccdes provocadas por esta espécie vem aumentando mundialmente (CHAI et al., 2010;
NUCCI et al., 2013; GUINEA,2014).

Diversas caracteristicas contribuem para a capacidade de C. tropicalis invadir os
tecidos do hospedeiro provocando infecgdes disseminadas. Dentre os possiveis atributos de
viruléncia dessa espécie estd a producdo de fator hemolitico, que promove a lise dos
eritrécitos e liberacdo da hemoglobina. Ainda sdo poucos os estudos relativos a producgédo de
fator hemolitico por C. tropicalis e o conhecimento acerca deste possivel fator de viruléncia é
bastante limitado (NEGRI et al., 2012; SILVA et al., 2012).

Manns e colaboradores (1994) sugeriram que a producédo de fator hemolitico por
Candida albicans seja regulada pela presenca de glicose. O fator hemolitico de C. albicans é
uma manoproteina da parede celular, sendo sua fragdo manana responsavel pela ligacdo a
proteina Banda 3 dos eritrocitos, provocando a lise dessas células vermelhas (WATANABE et
al., 1999). Recentemente nosso grupo demonstrou que a glicose também apresenta um papel

na regulacdo da producdo de fator hemolitico por C. tropicalis (FAVERO et al., 2011).
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Nossos estudos também tém indicado que o fator hemolitico de C. tropicalis seja
bioquimicamente similar ao de C. albicans (FAVERO, 2012; FAVERO et al., 2014).

A regulacdo da expressdo genotipica do fator hemolitico de Candida é pouco
compreendida. Tem sido sugerido que o possivel gene HLP de Candida glabrata e seu
ortdlogo HLPt de C. tropicalis tenham papel na determinacdo do potencial hemolitico dessas
especies, sendo relatada correlacdo entre a sintese de transcritos dos referidos genes e a
promocdao de hemdlise por essas espécies (LUO et al., 2004; FAVERO, 2012).

No presente estudo foi demonstrado que diferentes actcares podem influenciar na
hemolise promovida por C. tropicalis e que a expressdo de HLPt ndo é correlacionada ao

potencial hemolitico dos isolados nas condi¢es testadas.

METODOLOGIA
Isolados de C. tropicalis e identificacdo

Os isolados de C. tropicalis empregados nesse estudo (46.10, 207.10, 236.10,
406.10 e 474.10) foram coletados de episodios de candidemia de pacientes admitidos na
Unidade de Tratamento Intensivo do Hospital Universitario da Universidade Estadual de
Londrina e estdo mantidos no estoque de leveduras do Laboratério de Fisiologia e Biologia
Molecular de Fungos da UEL. Os isolados foram identificados presuntivamente com emprego
do meio cromogénico CHROMagar®Candida (CHROMagar Company, Paris, France) e a
identificacdo foi confirmada por PCR com o emprego de oligonucleotideos iniciadores

espécie-especificos, conforme descrito por Furlaneto e colaboradores (2011).

Atividade hemolitica
Os isolados foram pré-cultivados a partir do estoque por 18 horas em meio RPMI

1640 (SIGMA-ALDRICH, St Louis, MO, USA). As ceélulas resultantes foram coletadas,
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lavadas em tampdo salina fosfato (PBS) e aproximadamente 10* células.mL™ foram
inoculadas em meio RPMI 1640 acrescido de 7% de sangue humano e suplementado com 0s
acucares glicose, sacarose ou manose, nas concentragdes 2, 4 ou 6%. Cultivos em meio RPMI
1640 acrescido de 7% de sangue humano foram utilizados como controle experimental. Os
isolados foram cultivados nas condi¢cfes de estudo por 48 horas, a 37°C/180 rpm. Apos, as
culturas resultantes foram centrifugadas em baixa rotacdo (2000 rpm/7 min) e foi realizada a
leitura espectrofotométrica do sobrenadante de cultivo a 405 nm para estimar o grau de lise
dos eritrocitos.

Os percentuais de hemolise promovidos pelos isolados nas diferentes condigdes
de cultivo foram calculados de acordo com a equacdo: Hemolise (%) = 100-[(Ap-As)/(Ap-
An)x100)], sendo Ap, An e As as absorbancias obtidas para controle positivo, controle
negativo e amostra teste, respectivamente. . Para cada condi¢do de cultivo foram utilizados
controles positivos e negativos especificos - para os controles negativos foram empregados 0s
respectivos meios de cultivo utilizados em cada situagéo testada e para os controles positivos
foi adicionado 0,6% de dodecil sulfato de sodio (SDS) aos respectivos meios de cultivo.

Foram realizadas trés repeti¢Oes de cada experimento.

Efeito da Concanavalina A (Con-A) na atividade hemolitica

O efeito da Con-A na atividade hemolitica de cultivos de C. tropicalis em
presenca de acUcares foi determinado conforme Favero e colaboradores (2014). Os isolados
46.10, 406.10 e 474.10 foram cultivados por 48 horas a 37°C/180 rpm em meio RPMI 1640
acrescido de 6% de glicose ou 6% de manose; as culturas resultantes foram filtradas em
membranas de celulose (Millipore MILLEX GV, Billerica, MA, USA), e os sobrenadantes
foram concentrados 10 vezes por liofilizagdo. Os sobrenadantes obtidos foram incubados com

2 ug.uL™ de ConA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) por 1 hora a 37°C e em seguida
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foram adicionados na propor¢do 1:4 a uma suspensdo de eritrocitos humanos em meio RPMI
1640 (10® células/mL); o material foi incubado por 18 horas. Sobrenadantes de cultivo sem o
tratamento com Con-A foram utilizados como controle. A inibicdo da hemolise foi calculada
de acordo com a equacdo: Inibicdo da Hemolise (%)= 100-[(Hc x 100)/H]; sendo Hc a
porcentagem de hemdlise promovida pelo sobrenadante de cultivo apos incubagdo com Con-
A e H a porcentagem de hemolise promovida pelo sobrenadante de cultivo sem tratamento

com Con-A (controle). Foram realizadas trés repeticdes desse experimento.

Extracdo de RNA e transcricdo reversa

Apbs cultivo dos isolados 46.10, 406.10 e 474.10 por 24 horas em meio RPMI
1640 (situacdo controle) ou RPMI 1640 suplementado com 6% de glicose, sacarose ou
manose (situacdes teste), aliquotas de 1 mL de cada cultivo foram centrifugadas e os
sedimentos celulares foram submetidos a extracdo de RNA total utilizando o kit EZ-10 Spin
Colums Total RNA Minipreps Super Kit (BIO BASIC INC, Markham, Ontario, Canada),
conforme instrugdes do fabricante.

A transcricdo reversa foi realizada partindo-se de 500 ng de RNA total
previamente incubado a 64°C por 10 minutos e submetido a choque térmico em gelo por 2
minutos sendo adicionados MgCl, (4 mM), 2 ul de Tampé&o 10x, dNTP (200 uM), Oligo (dT)
(0,4 uM), RNAse OUT (4 U) e transcriptase reversa M-ML V (0.5 U) (Invitrogen Life
Tecnologies, Carlsbad, CA, USA) em uma reacdo 20uL. A mistura foi incubada a 42°C por

60 minutos em termociclador Tc 3000 (Techne, Cambridge, UK).

Quantificacao relativa da expressao do possivel gene HLPt
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A guantificacdo relativa da expressdo do gene HLPt por C. tropicalis foi realizada
por PCR em tempo real empregando-se o sistema LightCycler Nano (Roche, Mannhein,
German).

Para as reacdes de PCR em tempo real foi empregado o kit Platinum® SYBR®
Green qPCR Supermix-UDG (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), sendo
adicionados 20 UM dos oligonucleotideos iniciadores HLPtF e HLPtR, descritos por Favero
(2012), além do cDNA obtido para cada isolado em sua respectiva condicdo de cultivo,
perfazendo uma reacdo de 20 pL de volume final. O gene constitutivo ACT (B- Actina) foi
utilizado como normalizador das reacdes, conforme Vandeputte e colaboradores (2005).
Controles negativos de reacao (auséncia de cDNA) foram incluidos em cada reacdo de PCR.
Todas as reacdes foram submetidas ao seguinte programa de amplificacdo: 50°C por 2
minutos; 95°C por 10 minutos; 40 ciclos de 95°C por 10 segundos, 58°C por 20 segundos e
72°C, por um periodo de 15 segundos em cada temperatura, e uma extensao adicional 72°C
por 2 minutos.

As eficiéncias das reacBes de amplificacdo para cada par de oligonucleotideos
iniciadores empregados foram estimadas por curva de calibracdo. Para confeccdo das curvas
foram utilizados 5 pontos de diluicdo em série (1:2,5 a 1:40) de uma mistura de cDNAs de C.
tropicalis provenientes de RNAs extraidos nas condi¢fes de estudo. A especificidade da
amplificacdo foi avaliada para cada amostra por meio da curva de fusdo (melting curve),
variando-se a temperatura de 50 °C a 98 °C em 0,5 °C a cada 2 segundos, assegurando que
apenas o produto de interesse tenha sido amplificado em cada reagcdo. Foram realizadas trés

repeticdes de cada experimento.

Analises estatisticas
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Para avaliar possiveis diferencas no potencial hemolitico dos isolados nas
diferentes condicdes de cultivo estudadas foi empregado o teste Kruskal-Wallis, empregando-
se o software BioStat 5.0. Foram considerados significativos valores de p menores que 0,05.
A expressao relativa do gene HLPt nas diferentes condices avaliadas foi determinada pelo
software REST 2009 (Relative Expression Software Tool). Esse software avaliou possiveis
diferencas entre as expressdes de cada gene nas situacdes teste comparativamente a situacao

controle e considerou significativos valores de p < 0,001.

RESULTADOS
Potencial hemolitico de C. tropicalis em presenca de glicose, sacarose ou manose e efeito
da Con-A

A porcentagem de hemolise média promovida pelos isolados nas diferentes
condicBes de cultivo avaliadas estd representada na Figura 1. Nos cultivos acrescidos de
glicose ou sacarose, nas trés concentracdes testadas, o potencial hemolitico de todos os
isolados foi superior ao verificado em meio RPMI 1640 sem suplementacdo de acUcares
(situacdo controle) (p<0,05).

Nos cultivos acrescidos de 2% de manose a maioria (60%) dos isolados
apresentou aumento significativo do potencial hemolitico; em 4 e 6% desse acucar todos 0s
isolados apresentaram promoc¢do de hemdlise superior a verificada na condicdo controle
(p<0,05). O potencial hemolitico da maioria (80%) dos isolados cultivados em 2 ou 4% de
glicose ndo diferiu do verificado nas mesmas concentragdes de sacarose. No entanto, em 6%
de glicose a maioria (80%) dos isolados apresentou capacidade hemolitica superior a
verificada na mesma concentracéo de sacarose (p<0,05).

Em presenca de 2 e 4% de manose, a maioria dos isolados apresentou potencial

hemolitico inferior ao constatado nas mesmas concentragdes de glicose ou sacarose (p<0,05).
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Por outro lado, em 6% de manose a hemolise promovida por todos os isolados foi superior a
verificada em 6% de sacarose e 80% dos isolados cultivados nessa concentracdo de manose
também apresentaram potencial hemolitico superior ao constatado em 6% de glicose
(p<0,05).

Nos cultivos acrescidos de glicose ou manose 0 aumento da concentracdo de
acucar foi correlacionado com o aumento do potencial hemolitico de todos os isolados
(p<0,05). O mesmo foi observado para a maioria dos isolados nos cultivos acrescidos de
sacarose; 60% dos isolados apresentaram aumento do potencial hemolitico conforme o
acréscimo na concentracdo desse acgucar de 2 para 4 ou de 4 para 6% (p<0,05).

Considerando-se que a lectina ConA apresenta capacidade de ligacdo a residuos
manosil de glicoproteinas, ndés também avaliamos o efeito promovido por essa lectina na
atividade hemolitica de isolados de C. tropicalis cultivados em presenca de 6% de glicose ou
6% de manose. Apds incubacdo dos sobrenadantes de cultivo com 2 ug.uL™ de Con-A foi
verificada reducdo na atividade hemolitica em pelo menos 60 e 55% para 0s cultivos

acrescidos de glicose e manose, respectivamente (Figura 2).

Expresséo relativa do gene HLPt

Nos cultivos acrescidos de 6% de glicose, sacarose e manose todos os isolados
apresentaram sintese de transcritos de HLPt superiores aos constatados na situagdo controle.
Os maiores niveis de transcritos desse gene foram verificados nos cultivos acrescidos de
manose, sendo que nesta condi¢do dois dos isolados apresentaram inducdo significativa de
HLPt (p<0,001). Nos cultivos acrescidos de sacarose o isolado 406.10 também apresentou
inducdo significativa desse gene (p<0,001), no entanto em presenca de glicose a sintese de

transcritos de HLPt pelos isolados ndo diferiu do grupo controle (Tabela 1).
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DISCUSSAO

Em estudo pioneiro relativo a capacidade hemolitica de C. albicans foi sugerido
que a expressao fenotipica do fator hemolitico seja regulada pela presenca de glicose
(MANNS et al., 1994). Posteriormente, esse fator hemolitico foi caracterizado como uma
manoproteina da parede celular, sendo reconhecido que sua fracdo agucar é responsavel pela
lise dos eritrocitos (WATANABE et al., 1999). Recentemente nosso grupo evidenciou que a
producdo de fator hemolitico por C. tropicalis também ocorre de maneira glicose-dependente
(FAVERO et ., 2011).

Neste estudo foi empregado RPMI 1640, um meio limitado em glicose
(concentracdo de 0,2%), para avaliar o efeito de acglUcares no potencial hemolitico de C.
tropicalis. Os dados revelaram que além da glicose, outras fontes de carbono podem estimular
a producdo de fator hemolitico por C. tropicalis. Nossos resultados também indicam que a
intensidade da hemolise promovida por essas leveduras € influenciada pela fonte de carbono
suplementar. Estudos tém demonstrado que a viruléncia e a composi¢éo da parede celular de
C. albicans sao afetadas pela fonte de carbono disponivel para a levedura (PIRES et al., 2001,
ENE et al., 2012a; ENE et al., 2012b; SANTANA et al., 2013). Tem sido sugerido que o fator
hemolitico de C. tropicalis seja uma manoproteina da parede celular, assim como o de C.
albicans (FAVERO, 2012; FAVERO et al., 2014). Os resultados do presente estudo podem
indicar que variacdes nas fontes de carboidrato durante o cultivo determinem diferencas na
composicdo da parede celular de C. tropicalis, refletindo na quantidade de manoproteina
hemolitica presente.

Nossos resultados ainda demonstraram que o efeito da fonte de carboidratos na
capacidade hemolitica € concentracdo-dependente, sendo que o aumento gradual na
concentracdo de acucar (de 2% a 6%) determina aumento gradual no potencial hemolitico. O

aumento dos niveis de hemdlise promovidos por Candida em decorréncia da elevagdo na
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concentracdo de glicose disponivel ja havia sido relatado (MALCOK et al., 2010; FAVERO
et al., 2011). No entanto, que seja do nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo avaliando
o efeito de diferentes concentracdes de sacarose e manose na hemolise promovida por
Candida spp.

Nos verificamos que os sobrenadantes dos cultivos de C. tropicalis acrescidos de
6% de glicose ou manose tem a atividade hemolitica consideravelmente reduzida quando
incubados com Con-A, o que sugere que a hemdlise promovida pelos cultivos acrescidos
desses acucares seja, pelo menos parcialmente, decorrente da atuacdo de uma manoproteina
hemolitica. O efeito de Con-A na reducdo da atividade hemolitica de C. tropicalis em cultivos
sem suplementacao de acucares ja foi relatado (FAVERO et al., 2014).

Neste estudo nos também avaliamos o efeito de diferentes aclicares na expressao
do gene HLPt (Hemolysin Like Protein), que é correlacionado a determinacdo da atividade
hemolitica de C. tropicalis (FAVERO, 2012). Embora a sintese de transcritos de HLPt tenha
sido mais elevada em presenca de glicose que na sua auséncia, esse agucar ndo determinou
indugdo de HLPt para nenhum dos isolados avaliados, contrariamente ao verificado para a
atividade hemolitica. Em presenca de sacarose apenas o isolado 406.10 apresentou inducdo de
HLPt, sendo que os maiores valores de hemolise em cultivos acrescidos de sacarose foram
promovidos por este isolado (dado ndo mostrado). Nos cultivos acrescidos de 6% de manose,
situacdo na qual foram verificados os maiores niveis de hemdlise promovidos por C.
tropicalis, a maioria dos isolados apresentou inducdo de HLPt. Apesar de sacarose e manose
terem determinado inducdo da sintese de transcritos de HLPt por alguns isolados, ndo foi
verificada inducdo acentuada desse gene em nenhuma situacdo, ao contrario da acentuada
elevacdo da atividade hemolitica verificada em presenca desses agucares.

Em conjunto, nossos resultados sugerem que além de uma possivel manoproteina

hemolitica, outras moléculas hemoliticas produzidas por C. tropicalis possam contribuir para
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seu potencial hemolitico ap6s cultivos em presenca de agucares. Estudos tém sugerido que
exista uma correlacdo entre a geracdo de alcool em consequencia da fermentacdo de glicose
por C. tropicalis e a atividade hemolitica dessa levedura. Foi sugerido que em presenca de
alcool C. tropicalis produza grandes quantidades de peroxido de hidrogénio, que seria um dos
agentes responsaveis pela hemolise promovida por esta espécie (SHUSTER et al., 2004;
2007).

Neste estudo foi reportado pela primeira vez que diferentes aclcares podem
contribuir de maneira concentracdo-dependente para o potencial hemolitico de C. tropicalis.
Nas condic¢des testadas ndo foi encontrada correlagdo entre a hemolise promovida por C.
tropicalis e a sintese de transcritos de HLPt, o que pode indicar que a atividade hemolitica

exibida por esta levedura em presenca de acucares seja multifatorial.
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Tabela 1 - Expressdo relativa do gene HLPt por isolados clinicos de C. tropicalis cultivados
em presenca de 6% de glicose, sacarose ou manose. Os valores sdo representativos de trés

repeticdes experimentais.

Expresséo (vezes)

Suplementacéo Isolado HLPt
46.10 1,276
Glicose 406.10 1,62
474.10 1,875
46.10 1,372
Sacarose 406.10 1,539*
474.10 1,284
46.10 1,366
Manose 406.10 1,915*
474.10 2,401*

* Diferenca significativa em relacdo ao controle (meio RPMI 1640 sem suplementacgdes)
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Figura 1 Atividade hemolitica (%) média de isolados de C. tropicalis cultivados em RPMI

1640 sem suplementacdo de aglcares ou acrescido de diferentes concentragdes de glicose,

sacarose ou manose. Os valores sdo representativos de trés repetigdes experimentais.
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Figura 2 Efeito do tratamento com concanavalina A na atividade hemolitica promovida pelos

sobrenadantes de cultivo dos isolados 46.10, 406.10 ou 474.10 em presenca de 6% de glicose

ou 6% de manose. Os valores representam porcentagem de inibigdo da atividade hemolitica
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apos a incubacéo dos sobrenadantes com a lectina e sdo referentes as médias de trés repeticdes
experimentais.

CONCLUSOES

- A capacidade hemolitica de C. tropicalis € influenciada pelas condigdes
ambientais;

- O gene CtHMX1 é possivelmente relacionado com a aquisicao de ferro do grupo
heme por C. tropicalis;

- A expressdo de CtHMXL1 e producéo de fator hemolitico por C. tropicalis séo
controladas de maneira independente;

- Ndo ha correlacdo entre a filamentacdo e a promocdo de hemolise por C.
tropicalis;

- Diferentes acucares influenciam na capacidade hemolitica de C. tropicalis de
maneira concentracao-dependente;

- N&o hé correlacdo entre a expressdo de HLPt e a hemdlise promovida por C.

tropicalis em cultivo suplementado com fontes de carboidratos.



