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FRANCA, Emanuele Julio Galvao de. Producéo de proteases e fator hemolitico e
switching fenotipico em candida spp. 2010. 82 f. Dissertagdo (Mestrado em
Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

Leveduras do género Candida sdo responsaveis pela maioria das infecgbes fungicas
em humanos. Os objetivos deste trabalho foram avaliar as atividades hemolitica e
proteolitica de isolados clinicos de Candida parapsilosis e Candida tropicalis obtidos
de sitios anatdmicos distintos e determinar as frequéncias de switching fenotipico em
isolado de C. tropicalis. Analises da atividade hemolitica de isolados de C.
parapsilosis e C. tropicalis obtidos dos mesmos sitios anatdmicos revelaram que
isolados de C. tropicalis coletados de sangue apresentaram atividade
estatisticamente superior aos de C. parapsilosis. Quando foi comparada a atividade
hemolitica de isolados destas duas espécies, provenientes de sitios anatdbmicos
distintos, foi verificado que isolados de C. parapsilosis coletados de secregcao
traqueal apresentaram atividade estatisticamente superior aos de sangue. Para C.
tropicalis ndo foi verificada correlagdo entre atividade hemolitica e sitio de
isolamento. Analises da atividade proteolitica de isolados de C. parapsilosis e C.
tropicalis obtidos dos mesmos sitios anatdbmicos revelaram que isolados de C.
parapsilosis coletados de secrecao traqueal apresentaram atividade superior aos de
C. tropicalis. Quando foi comparada a atividade proteolitica de isolados obtidos de
sitios anatdbmicos distintos, foi verificado que os de C. parapsilosis provenientes de
secrecdo traqueal apresentaram atividade superior aos de sangue e lesdes
superficiais. Ja entre isolados de C. tropicalis, aqueles coletados de lesdes
superficiais apresentaram atividade superior aos de secrecdo traqueal. Nossos
dados mostraram o potencial de isolados de C. parapsilosis e C. tropicalis, coletados
de sitios anatdémicos distintos, em produzir fator hemolitico e proteases de maneira
distinta. Neste trabalho também foi descrito um novo sistema de switching em C.
tropicalis. Foram identificados quatro morfotipos, denominados ‘“liso”, “cdncavo”,
“anel” e “rugoso”. As freqiiéncias de switching entre os fenétipos variaram de 10 a
10", Coldnias dos fendtipos “anel” e ‘rugoso” sdo estruturalmente mais complexas
que as dos demais morfotipos e apresentam cavidades nas quais € verificada
presenca de matriz. O variante “anel” foi avaliado quanto a formacao da estrutura da
colénia em funcdo do tempo, sendo verificada correlacdo entre aumento na
quantidade de matriz e desenvolvimento da col6nia. A avaliagdo da capacidade de
producdao de biofilme pelos morfotipos revelou menor producdo para o fendtipo
parental “liso” em relagdo aos variantes. Também foi verificado que o biofilme
formado pelo fendtipo parental liso € composto predominantemente por células
blastoconidiais, enquanto o produzido pelos variantes possui ampla proporgao de
hifas e pseudo-hifas. A presenca de matriz foi verificada apenas no biofilme formado
pelos variantes “anel” e “rugoso”.

Palavras-chave: Candida tropicalis. Candida parapsilosis. Atividade hemolitica.
Atividade proteolitica. Biofilme. Switching fenotipico.



FRANCA, Emanuele Julio Galvao de. Production of protease and haemolytic
factor and phenotypic switching in Candida spp. 2010. 82 f. Dissertation
(Master’s degree in Microbiology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2010.

ABSTRACT

Yeast species belonging to the genus Candida are responsible for the majority of
fungal infections in humans. The aim of the present study was to determine
haemolytic and protease activities of clinical isolates of Candida parapsilosis and
Candida tropicalis obtained from anatomically distinct sites, and to determine the
frequency of phenotypic switching in C. tropicalis. Analysis of haemolytic activity of C.
parapsilosis and C. tropicalis isolates obtained from the same anatomic site revealed
that C. tropicalis isolates from blood had statistically higher activity than C.
parapsilosis. When compared haemolytic activities of Candida isolates obtained from
different anatomic sites, C. parapsilosis isolates from tracheal secretion had higher
activity than blood isolates. For C. tropicalis isolates no correlation was observed
between hemolytic activity and site of isolation. Analysis of proteinase activity of C.
parapsilosis and C. tropicalis isolates obtained from the same anatomic site revealed
that C. parapsilosis isolates from tracheal secretion had statistically higher activity
than C. tropicalis isolates. When compared proteinase activities of Candida isolates
obtained from different anatomic sites, C. parapsilosis isolates from tracheal
secretion had higher activity than blood and superficial lesions isolates. Furthermore,
C. tropicalis isolates from superficial lesions had higher activity than tracheal
secretion isolates. Our results show the potential of C. parapsilosis and C. tropicalis
isolates, obtained from distinct anatomic sites, to produce haemolytic factor and
proteinases at a distinct manner. In the present study it was also described a new
system of switching for C. tropicalis. A total of four morphotypes was identified and
denoted “smooth”, “bowl-shaped”, “ring” and “rough”. Colonies phenotypes “ring” and
‘rough” are structurally more complex than that observed for the other phenotypes.
They present cavities with the presence of extracellular matrix. The colony structure
development of the “ring” variant was evaluated. For this variant there was a
correlation between the matrix content and colony development. Analyses of the
biofilm production by the morphotypes revealed that the parental morphotype
(“smooth”) produces less biofilm than others variants. For the former the biofilm
comprised mostly yeast-like cells while for the variants a large proportion of hyphae
and pseudohyphae were observed. Biofilm matrix was observed only for “ring” and
“rough” variants.

Keywords: Candida tropicalis. Candida parapsilosis. Haemolytic activity. Proteolytic
activity. Biofilm. Phenotype switching.
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1 INTRODUCAO

Espécies do género Candida sdo os principais patégenos fungicos
relacionados a infecgdes em humanos, acometendo principalmente individuos
imunocomprometidos. Estas infecgbes estdo associadas a altas taxas de
mortalidade e longos periodos de internagdo, acentuando a importancia clinica
relacionada a estes microrganismos.

Diversos estudos apontam uma mudanca significativa na
epidemiologia das infecgbes provocadas por Candida spp nas ultimas décadas,
demonstrando uma maior diversificacdo de espécies. Embora ainda seja relatada a
prevaléncia de Candida albicans nos casos de infecgcoes por leveduras deste
género, a proporgcao de diagnosticos de infecgdes ocasionadas por espécies nao-
albicans tem aumentado. Dentre as espécies nao-albicans, Candida parapsilosis e
Candida tropicalis estdo entre as mais frequentemente isoladas.

C. parapsilosis € comumente encontrada colonizando a pele de
individuos saudaveis e possui ampla capacidade de formacdo de biofilme. Tais
caracteristicas fazem com que esta espécie seja frequentemente relacionada a
surtos hospitalares.

As infecgbes provocadas por C. tropicalis geralmente tem origem
endbégena, a partir da microbiota do paciente. Estas infecgdes sao comuns
principalmente em individuos imunocomprometidos, como aqueles acometidos por
cancer e doencas hematologicas.

O género Candida apresenta uma diversidade de determinantes de
viruléncia, que auxiliam na colonizagcdo e no estabelecimento de infecgbdes. C.
albicans tem sido a espécie modelo em estudos relativos a caracterizacdo de
determinantes de viruléncia no género, no entanto existem diferengas significativas
quanto a expressao destes fatores entre as demais espécies, bem como quanto a
sua expressao em fungao do tipo e local da infecgao.

Dentre os principais determinantes de viruléncia estdo as enzimas
hidroliticas extracelulares, como as aspartil proteases (Saps), fundamentais na
instalagdo e desenvolvimento da infecgdo. Segundo Kantarcioglu e Yucel (2002)
Saps sao importantes determinantes de viruléncia em C. parapsilosis e C. tropicalis,

assim como em C. albicans.
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O fator hemolitico também foi reconhecido como um possivel
determinante de viruléncia no género Candida e esta relacionado a capacidade do
patdbgeno em adquirir ions ferro a partir da hemoglobina, ja que este ion ndo se
encontra em sua forma livre em hospedeiros humanos. Até o momento, sdo poucos
os dados relativos a atividade hemolitica em Candida n&o-albicans.

O switching fenotipico, relatado em algumas espécies do género
Candida, é capaz de promover modificacbes morfolégicas e fisiologicas nesses
microrganismos, podendo auxiliar na capacidade de adaptagdo ao meio. Em C.
albicans, este mecanismo foi descrito pela primeira vez ha mais de 20 anos, e
atualmente a maioria dos estudos concentra-se no sistema white-opaque desta

especie.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivos:

- Analisar as atividades hemolitica e proteolitica de isolados clinicos
de C. parapsilosis e C. tropicalis obtidos de sitios anatémicos
distintos, estabelecendo uma possivel correlacdo entre as
atividades e o sitio de isolamento destas leveduras;

- Determinar as frequéncias de switching fenotipico no isolado 49.07
de C. tropicalis e analisar a organizagdo microestrutural das
diferentes col6nias (morfotipos) do isolado, assim como verificar o

potencial de producao de biofilme dos diferentes morfotipos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 GENERO CANDIDA

Leveduras do género Candida, encontradas na forma comensal em
aproximadamente 50% da populagdo, sao os principais patdégenos fungicos
relacionados a infecgcbes em humanos, provocando altos indices de morbidade e
mortalidade (revisado por NAGLIK et al., 2003 e MAVOR, et al., 2005). Espécies de
Candida possuem ampla capacidade de responder a mudancas ambientais e no
hospedeiro, assim, varios processos patolégicos, fisioldgicos ou traumaticos podem
facilitar a colonizagédo e posterior infeccdo por estes microrganismos (revisado por
HAYNES, 2001).

A freqiéncia das infecgdes por Candida spp. vem aumentando
mundialmente devido aos multiplos fatores predisponentes, que facilitam a
conversao da forma comensal a existéncia parasitaria. Dentre estes fatores,
destacam-se imunossupresséo, uso prolongado de antibiéticos de amplo espectro,
prematuridade e alteracdes nas barreiras fisicas naturais do hospedeiro, como as
provocadas por cirurgias, queimaduras e insercao de cateteres. Os tratos
gastrointestinal e urogenital, assim como a pele, sdo as principais portas de entrada
para Candida spp. (PITTET, et al., 1995; BLUMBERG, et al., 2001; FRIDKIN, 2005;
BARBERINO et al., 2006; DIMOPOULOQOS, et al., 2007; BORGES et al., 2009).

A complexidade das interagdes entre Candida e o hospedeiro sugere
que estes fungos possuam ampla versatilidade genética, a qual permite sua
adaptacao aos diferentes microambientes. Assim, estas leveduras podem colonizar
e causar infeccdes em muitos sitios anatdomicos distintos, os quais podem ser
amplamente variados quanto ao meio fisiolégico (revisado por HAYNES, 2001;
CALDERONE; FONZI, 2001 e ROMANI, et al., 2003).

Candidiase oral, uma das infecgbes fungicas mais comuns em
humanos, é um problema significativo em individuos imunocomprometidos,
principalmente os portadores de HIV (PATTON, 2003; WINGETER et al., 2007;
MELO et al., 2009). Outra infeccdo mucosa frequente & candidiase vulvovaginal, a

qual afeta mulheres imunossuprimidas e imunocompetentes, sendo que
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aproximadamente 75% das mulheres sadias apresentam pelo menos um episddio
desta infeccdo durante a idade fértil (RICHTER, et al., 2005). O trato respiratério
também é comumente colonizado por Candida spp., principalmente em pacientes
que recebem tratamento antimicrobiano, ventilagdo mecadnica e em
imunocomprometidos (WILLIAMS et al., 1976; DELISLEA et al., 2008). O género
Candida é ainda amplamente associado a onicomicoses (VEER et al., 2007) e
infeccdes cutédneas (DEL ROSSO et al., 1998).

Entre as infec¢des invasivas provocadas por espécies do género
Candida, destacam-se os casos de candidemia, a quarta causa mais comum de
infeccbes na corrente sanguinea em hospitais terciarios. Estas infeccbes
apresentam altos indices de incidéncia em quase todas as regides demograficas, e
implicagbes relevantes quanto aos custos, dificuldades de tratamento e,
principalmente, quanto as taxas de mortalidade, proximas a 50% em pacientes
internados em unidades de terapia intensiva (UTIs) (WENZEL, 1995; EDMOND et
al., 1999; OLAECHEA et al., 2004; WISPLINGHOFF et al., 2004; SHORR et al.,
2009). O desenvolvimento de candidemia esta relacionado ndo somente aos fatores
predisponentes que acometem cada paciente, mas também aos procedimentos e
materiais médicos utilizados na rotina hospitalar, que sdo responsaveis por pelo
menos a metade dos casos nosocomiais destas infec¢cdes (DIEKEMA et al., 2003;
PAPPAS et al., 2003; ALMIRANTE et al., 2005; CHENG et al., 2005; MORREL et al.,
2005; BASSETTI et al., 2006; COLOMBO et al., 2006; BASSETI et al., 2007; NUCCI,
COLOMBO, 2007; CHOW et al., 2008a).

3.2 EPIDEMIOLOGIA DO GENERO CANDIDA

Embora Candida albicans ainda seja a espécie mais amplamente
diagnosticada entre isolados clinicos do género, nas ultimas décadas tem havido um
aumento significativo na incidéncia de outras espécies. Em alguns casos, observa-se
igualdade nos indices de isolamento ou até prevaléncia de espécies nao-albicans
sobre C. albicans (COLOMBO, 2000; COLOMBO et al., 2006; CHOW et al., 2008b;
DIMOPOLUS et al., 2008). As razbes para a emergéncia das espécies nao-albicans

nao sdo completamente entendidas, mas sabe-se que algumas condigbes podem
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aumentar o risco de desenvolvimento de candidemia por estas espécies. Por
exemplo, fungemia por Candida parapsilosis tem sido associada a cateteres
vasculares, nutricdo parenteral e prematuridade, enquanto cancer e neutropenia
estdo associados a candidemia por Candida tropicalis. Por outro lado, fungemia por
Candida glabrata e Candida krusei estda associada a exposi¢cao prévia aos
antifungicos da classe dos azoles (WINGARD, 1995; GIRMENIA et al., 1996; MARR
et al.,, 1999; TRICK et al., 2002; CLARK et al., 2004).

A epidemiologia das infec¢gdes por Candida spp. varia conforme a
regido demografica (ABI-SAID et al.,, 1997; TRICK et al., 2002; EGGIMANN et al.,
2003; PFALLER et al., 2004). Estudos recentes demonstram um aumento notavel na
frequéncia de isolamento de C. glabrata principalmente nos EUA (TRICK et al.,
2002; HAJJEH et al., 2004; PFALLER et al., 2006; HACHEM et al., 2008). Ja no
Brasil, C. parapsilosis e C. tropicalis tém sido as espécies nao-albicans mais
freqientemente isoladas (COLOMBO et al.,, 2006; HINRICHSEN et al., 2008;
BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010) e segundo um estudo conduzido por Pfaller e
colaboradores (2005), os indices de isolamento destas espécies em todo o mundo
aumentaram 3,1% e 2,9%, respectivamente, no periodo de 1997 a 2003.

C. parapsilosis é reconhecida pela capacidade de formar biofilmes
em cateteres e outros dispositivos intravasculares e por sua persisténcia no
ambiente hospitalar. Além disso, esta espécie € comumente encontrada colonizando
a pele de individuos saudaveis, o que facilita sua propagagao nosocomial por meio
das maos de profissionais da area da saude. Estas caracteristicas fazem com que C.
parapsilosis seja cada vez mais relacionada a surtos hospitalares, originando
infecgcbes principalmente em neonatos prematuros (DE BERNARDIS et al., 1999a;
SHIN et al., 2002; KUHN et al., 2004; ALMIRANTE, et al., 2005; BONASSOLI et al.,
2005; VAN ASBECK et al., 2007; PFALLER et al., 2008).

Os isolados de C. parapsilosis eram divididos em trés grupos
genotipicos, denominados grupos |, Il e lll (LEHMANN et al., 1992; LIN et al., 1995;
ROY; MEYER, 1998). No entanto, recentemente, duas novas espécies, Candida
orthopsilosis e Candida metapsilosis, foram propostas para substituir as designacées
C. parapsilosis grupo Il e lll, respectivamente. A denominagdo C. parapsilosis foi
mantida para os isolados do grupo | (TAVANTI et al.,, 2005). A incidéncia de C.

metapsilosis € extremamente rara em isolados clinicos, no entanto, segundo Tavanti
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e colaboradores (2007), C. orthopsilosis € capaz de colonizar e causar infecgcbes em
diferentes regides anatbmicas.

Diferentemente de C. parapsilosis, que ¢é disseminada
predominantemente por via exdgena, a maioria das infecgbes causadas por C.
tropicalis sdo originadas endégenamente, a partir da microbiota do hospedeiro
(revisado por RICHARDSON; LASS-FLORL, 2008). Assim, C. tropicalis possui
consideravel potencial biologico como agente oportunista em pacientes acometidos
por cancer, doengas hematoldgicas e quando ha supressao da microbiota bacteriana
pelo uso de antimicrobianos ou danos nas mucosas (NUCCI e COLOMBO, 2007).
Outro fator que contribui para a importancia clinica desta espécie € sua viruléncia.
Segundo De Repentigny e colaboradores (1992), em modelos animais portadores de

doengas hematoldgicas, esta espécie parece ser mais virulenta que C. albicans.

3.3 FATORES DE VIRULENCIA

Microrganismos patogénicos desenvolveram mecanismos que
propiciam sucesso na colonizacéo e infecgdo do hospedeiro. Assim, a maioria dos
patdgenos, incluindo Candida spp., expressa uma série de fatores de viruléncia e
apresenta estratégias especificas que os auxiliam na habilidade de colonizar tecidos
hospedeiros, sobrepujar suas defesas e causar infecgdes (revisado por NAGLIK et
al., 2003).

No género Candida, os fatores de viruléncia sdo determinados
geneticamente e seletivamente expressos de acordo com o tipo, estagio e sitio
anatbmico da infec¢cdo, com a resposta natural do organismo e com os fatores de
predisposi¢cao do hospedeiro. O estado fisioldgico e as interagdes com células do
sistema imune do hospedeiro também podem afetar significativamente a
sobrevivéncia e viruléncia destes microrganismos em diferentes sitios anatdémicos
(revisado por CUTLER, 1991, ODDS, 1994 e SWEET, 1997).

Dentre os principais determinantes de viruléncia atribuidos as
espécies do género Candida, tem-se a habilidade de produzir enzimas hidroliticas
extracelulares (proteases e fosfolipases), a capacidade de variagcdo da morfologia

celular (formacéo de hifas, pseudo-hifas e variagdo fenotipica), e a expresséo de
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fatores de adesdo, como moléculas reconhecedoras de superficies (GHANNOUN,
2000; GOKCE et al.,, 2007; NAGLIK et al., 2008). Adicionalmente, o switching
fenotipico proporciona variagdes na morfologia da colénia, composi¢cado antigénica e
afinidade a tecidos. Assim, este mecanismo possibilita maior flexibilidade e
consequentemente maior adaptacao da levedura as condi¢cdes hostis do hospedeiro
(revisado por CALDERONE; FONZI, 2001). O fator hemolitico também tem sido
reconhecido como um possivel atributo de patogenicidade nas espécies de Candida
(MANNS, et al., 1994; WATANABE et al., 1997, 1999; LACHKE, 2000; LUO et al.,
2001, 2004; FURLANETO-MAIA et al., 2008).

A maioria das pesquisas referentes aos determinantes de viruléncia
no género Candida é realizada utilizando-se C. albicans como modelo. Entretanto,
varios estudos constatam diferengas significativas quanto a presenga de genes
relacionados a esses determinantes entre as demais espécies, bem como, quanto a
expressao dos mesmos, a qual é dependente da interagdao fungo-hospedeiro e de
necessidades nutricionais e fisioldgicas do fungo no curso da infeccdo (MONOD et
al., 1994; GILFILLAN et al., 1998; FIDEL et al., 1999; STAIB et al., 2000; BRIELAND
et al., 2001; ZAUGG et al., 2001; KANTARCIOGLU e YUCEL 2002; FOTEDAR e AL-
HEDAITHY, 2003; TAVANTI et al., 2004; DAGDEVIREN et al., 2005; OKSUZ et al.,
2007).

3.3.1 Fator Hemolitico

O ferro elementar € um co-fator essencial para uma ampla variedade
de fungdes metabodlicas, como transporte de oxigénio, respiragdo, regulacdo da
expressao génica e sintese de DNA, sendo assim requerido para a sobrevivéncia de
todos os organismos. No entanto, a reatividade deste elemento com peréxido de
hidrogénio resulta em formacédo de radicais hidroxila altamente téxicos, os quais
podem reagir com acgucares, aminoacidos, fosfolipideos, bases nitrogenadas e
acidos organicos presentes nas células. Estas propriedades requerem que os
organismos possuam um sistema altamente regulado de captagdo e armazenamento
do ferro (BYERS e ARCENEAUX, 1998; revisado por MOYE-ROWLEY, 2003).
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A habilidade de microrganismos patogénicos de adquirir este
elemento é de fundamental importancia para a sua sobrevivéncia e capacidade de
estabelecer infeccbes em seus hospedeiros. Desta forma, a disponibilidade de ferro
tem um papel critico na relagdo patdégeno-hospedeiro, bem como na viruléncia de
bactérias e fungos (revisado por PAYNE, 1993; HOWARD, 1999).

Os seres humanos possuem um sistema altamente regulado para
homeostase do ferro, garantindo a disponibilidade deste elemento nas fung¢des vitais
e eliminando sua toxicidade (revisado por DUNN et al., 2007). Assim, a maioria do
ferro esta localizada intracelularmente, na forma de ferritina, proteinas Fe-S e em
compostos contendo o grupo heme. A pouca quantidade de ferro extracelular
encontra-se associada a proteinas de transporte como transferrina (soro) e
lactoferrina (secregbes corporais). Esta retengdo de ferro por proteinas do
hospedeiro atua como um obstaculo a infec¢gdes por muitos microrganismos, ja que
mantém a concentragao de ferro livre nos fluidos corporais em niveis extremamente
baixos, insuficientes para o crescimento microbiano. Esta estratégia de defesa é
denominada “imunidade nutricional” (revisado por WEINBERG, 1999a e
RATLEDGE; DOVER, 2000). No entanto, microrganismos patogénicos apresentam
estratégias complexas para aquisicdo deste elemento e em muitos destes
organismos, a disponibilidade de ferro serve como um sinal para induzir a expresséo
de determinantes de viruléncia (revisado por HOWARD, 1999; WEIBERG, 1999b;
TIMM et al., 2003).

C. albicans possui trés mecanismos independentes para captagao
de ferro a partir de diferentes substratos, como sider6foros, quelantes férricos
variados e grupo heme (HAMMACOTT, 2000; HEYMANN, 2002; HU, 2002; KNIGHT,
2002; SANTOS et al.,, 2003; PENDRAK, 2004; WEISSMAN, 2004; revisado por
ALMEIDA et al., 2009). E provavel que estes mecanismos auxiliem C. albicans a
adaptar-se ao contexto fisioldgico, no que se refere a variabilidade nas formas e
disponibilidade do ferro.

Sideroforos sdo pequenas moléculas, sintetizadas e secretadas por
muitos microrganismos, as quais podem ligar-se e solubilizar ions ferro com alta
afinidade. Embora C. albicans aparentemente ndo possua a maquinaria enzimatica
necessaria para sintetizar e secretar estas moléculas, esta espécie é capaz de
capturar ferro de diferentes tipos de sideréforos, secretados por outros

microrganismos (HU, 2002; LAN et al., 2004). Para capturar o ferro presente em
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quelantes férricos, como a transferrina, C. albicans utiliza o sistema de captacéao
redutivo, localizado na membrana plasmatica da levedura. Este sistema também é
empregado para a utilizagdo do ferro da ferritina e de fontes ambientais
(HAMMACOTT et al., 2000; KNIGHT, et al., 2002; SANTOS et al., 2003; WEISSMAN
e KORNITZER, 2004; ALMEIDA et al., 2008). Ja para a utilizagao do ferro presente
no grupo heme, C. albicans e outras espécies do género produzem fator hemolitico,
qual provoca a lise dos eritrocitos e consequente liberacdo da hemoglobina (MANNS
et al., 1994; WATANABE et al., 1999; LUO et al., 2001). Atualmente sdo poucos os
dados relativos a atividade hemolitica em leveduras, em contraste com extensivos
trabalhos descritos para bactérias.

Manns e colaboradores (1994) relataram que C. albicans utiliza ferro
derivado da hemoglobina por meio da produgdo de um fator hemolitico, o qual
promove a lise dos eritrécitos. Em 1997, Watanabe e colaboradores reportaram que
esse fator hemolitico € liberado no sobrenadante de cultivo. Posteriormente o fator
hemolitico de C. albicans foi caracterizado como uma manoproteina componente da
parede celular (WATANABE et al., 1999). Segundo estes autores, a fragao
carboidrato desta manoproteina seria importante por ligar-se a proteina Banda 3,
presente na membrana dos eritrocitos, a qual é responsavel pelo transporte de ions.

Luo e colaboradores (2001) demonstraram variagado na produgao de
fator hemolitico entre isolados clinicos de diversas espécies do género Candida.
Segundo estes autores, os isolados de C. parapsilosis ndo apresentaram atividade
hemolitica. Variagcbes na atividade hemolitica também foram observadas entre
isolados de Candida spp. obtidos de individuos idosos saudaveis (FURLANETO-
MAIA et al., 2008).

Lachke e colaboradores (2000), em estudo relacionado a regulagao
de switching fenotipico em C. glabrata, obtiveram uma sequéncia parcial de DNA
com similaridade a de genes relacionados a hemolisinas de uma diversidade de
organismos. Tal sequéncia foi reconhecida como um possivel gene relacionado ao
fator hemolitico, sendo denominado de gene HLP (“hemolysin-like protein”).
Posteriormente, esta sequéncia foi utilizada por Luo e colaboradores (2004) para o
desenho de oligonucleotideos iniciadores utilizados na deteccdo e analise da
expressdo do gene HLP em C. glabrata. Estes autores ainda correlacionaram tal
expressao com a atividade hemolitica dos isolados, evidenciando uma possivel

correlagao deste gene com a atividade hemolitica.
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3.3.2 Proteases Asparticas Secretadas (Saps)

As enzimas hidroliticas extracelulares estido entre os principais
determinantes de viruléncia do género Candida, sendo fundamentais na instalagao e
desenvolvimento da infeccdo. Dentre estas, destacam-se as aspartil proteases
(Saps). Na espécie C. albicans, as proteinas da familia Sap séo codificadas por pelo
menos dez genes (SAP1- SAP10), os quais sao diferencialmente regulados. Estas
proteases podem ser secretadas (Sap1-Sap8) ou ancoradas a parede celular (Sap9-
Sap10), apresentando fungbes fundamentalmente diferentes. Proteases Saps 1-6
sao conhecidas por hidrolisar proteinas do hospedeiro, e consequentemente, causar
danos em tecidos. Em contraste, tem sido demonstrado que Sap 9 e Sap 10 sao
relacionadas a integridade da parede celular e ainda sdo necessarias para maior
viruléncia durante a infeccdo de tecidos orais e epiteliais. (MONOD et al.,, 1994;
MONOD et al., 1998; KRETSCHMAR et al., 2002; ALBRECHT et al., 2006).

Embora o papel primario das Saps de C. albicans seja a digestao de
proteinas do hospedeiro e consequente disponibilizagdo de nitrogénio para as
células, estas proteases também desenvolvem fungdes relacionadas a viruléncia.
Elas facilitam a adesdo a muitos tipos celulares e tecidos do hospedeiro, como
mucosas do trato oral e vaginal, e atuam na resisténcia a células fagociticas. Além
disso, estas proteases podem contribuir para a invasao de 6rgaos profundos
causando disturbios em células e substancias intercelulares, ou ainda, destruindo
células e moléculas do sistema imune (KAMINISHI et al., 1995; revisado por HUBE,
1998). Estudos utilizando pepstatina A, um inibidor de proteases asparticas,
demonstraram prevencao na invasao e dano de mucosa oral, vaginal e pele em
modelos experimentais (DE BERNARDIS et al., 1997; FALLON et al., 1997).

Diversos estudos relatam a expresséao diferencial de genes SAPs de
C. albicans sob uma variedade de condi¢cbes laboratoriais, como em modelos
experimentais de reconstrugdo da pele, mucosa oral e vaginal, e in vivo, tanto em
modelos animais quanto em tecidos de mucosa oral infetados (HUBE et al., 1994;
SCHALLER et al., 2005; STAIB et al., 2008).

Utilizando mutantes SAP-deficientes, Schaller e colaboradores
(1999) evidenciaram que SAP 1-3 contribuem significativamente para infecgdes in

vitro por C. albicans em células da mucosa oral. O papel preponderante destas
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SAPs foi também demonstrado em infec¢gdes vaginais experimentais (DE
BERNARDIS et al., 1999b). Ja as SAP 4-6, parecem ser fundamentais para o
estabelecimento de infec¢des sistémicas, ja que mutantes nocauteados para os
genes SAP 4-6 mostraram-se fortemente atenuados em modelos de infeccdo
intravenosa e intraperitoneal (HUBE et al., 1997; SANGLARD et al., 1997,
KRETSCHMAR et al., 1999; FELK et al., 2002).

A presencga de algumas proteases desta familia também tem sido
demonstrada em outras espécies do género. Genes SAP 1-4 foram identificados em
C. tropicalis, sendo Sap 1 a proteina predominantemente expressa in vitro (ZAUGG
et al., 2001). No entanto, ao contrario de C. albicans, a delegcdo do gene SAP 1
parece ter pouco efeito sob a viruléncia em C. tropicalis (TOGNI et al., 1994).
Embora algumas proteinases tenham sido detectadas em C. parapsilosis, Candida
lusitaniae, Candida dubliniensis e Candida guilhermondi, seus papéis ainda nao
estdo bem estabelecidos (MONOD et al., 1994; GILFILLAN et al., 1998; PICHOVA et
al., 2001).

Alguns estudos demonstraram que a produg¢do de proteases Saps
em espécies patogénicas do género Candida é induzida por proteina exégena
(normalmente albumina soro bovina - BSA) (DOSTAL et al., 2003; DAGDEVIREN et
al., 2005; COSTA et al., 2009) . A intensidade desta produgéo é diferenciada entre
as especies do género e pode estar relacionada a patogenicidade de cada espécie
(KUMAR et al., 2006).

3.3.3 Switching Fenotipico

Uma das principais caracteristicas de leveduras do género Candida
€ sua versatilidade. Além do fato destes microrganismos serem capazes de viver
como comensais ou patdégenos, eles apresentam extraordinaria habilidade de
sobreviver e infectar sitios anatdbmicos amplamente distintos, cada qual com uma
série de pressdes ambientais (CALDERONE, 2002). Esta versatilidade deve-se,
parcialmente, a ampla variedade fisiolégica apresentada por estas leveduras. C.

albicans pode, por exemplo, sobreviver como blastoconidio ou formar pseudo-hifas
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e/ou hifas, dependendo das condi¢des ambientais, tais como pH e temperatura
(CORNE; MAGEE, 1997; KOBAYASHI; CUTLER, 1998).

Outro mecanismo capaz de provocar alteragdes morfoldégicas em
Candida spp. é conhecido como switching fenotipico, o qual possibilita a emergéncia
espontanea de col6nias com o fenétipo alterado (revisado por SOLL, 1992). Este
fendbmeno tem sido observado em microrganismos eucariotos e procariotos,
incluindo fungos patogénicos, e permite que o microrganismo realize uma rapida
microevolugado, possibilitando melhor adaptagdo ao ambiente (DRENKARD et al.,
2002; GUERRERO; FRIES, 2008; revisado por JAIN et al., 2008).

Em fungos, o switching fenotipico foi descrito pela primeira vez ha
mais de 20 anos, em C. albicans (SLUTSKY et al., 1985; SLUTSKY et al., 1987).
Este mecanismo também ja foi demonstrado em outros fungos como C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata, Candida lusitaniae, Cryptococcus neoformans e
Histoplasma capsulatum (SOLL et al., 1988; LOTT et al., 1993; GOLDMAN et al.,
1998; KUGLER et al., 2000; LACHKE et al., 2000, 2002; BROCKERT et al., 2003;
SRIKANTHA et al.,, 2005; LAFFEY; BUTLER, 2005; MILLER et al., 2006). As
principais caracteristicas do switching fenotipico compreendem alta frequéncia de
ocorréncia, hereditariedade, reversibilidade e interconversibilidade, além de ser
regulado por variagdes ambientais (BERGEN et al., 1990; MARESCA et al., 1994,
RAMIREZ-ZAVALA et al., 2008; HUANG et al., 2009). Embora o switching fenotipico
tenha sido inicialmente identificado por mudangas reversiveis na morfologia da
colonia, os fendtipos variantes sdo, em muitos casos, também manifestados em
nivel celular (ANDERSON; SOLL, 1987; LACHKE et al., 2002; LAFFEY; BUTLER,
2005).

Este mecanismo é capaz de promover variabilidade da populacéo,
envolvendo a regulacdo de varios genes fase-especificos no género Candida
(SONNEBORN et al.,, 1999). Muitos destes genes proporcionam implicagées na
viruléncia, podendo afetar fatores como adesdo (VARGAS et al., 1994),
antigenicidade (ANDERSON et al., 1990), sensitividade a neutréfilos (KOLOTILA;
DIAMOND, 1990), secrecao de proteinases (MORROW et al., 1992; VARGAS et al.,
2000), suscetibilidade a drogas (SOLL et al.,, 1989; VARGAS et al., 2000) e
producdo de biofiimes (LAFFEY; BUTLER, 2005). Assim, o switching fenotipico
fornece uma vantagem potencial no caso de alteragbes no meio, como mudangas

fisioldgicas no hospedeiro e terapias antifungicas, além de facilitar a colonizacéo de
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sitios anatémicos distintos (ODDS, 1997; BROCKERT et al., 2003; AVERY et al.,
2006).

Um dos principais fatores que diferenciam o switching fenotipico de
outras alteragdes morfolégicas € sua ocorréncia em apenas uma pequena parcela
da populagdo (revisado por JAIN et al., 2008). A transicdo levedura-hifa, por
exemplo, representa uma diferenciagao celular reversivel, a qual pode ser induzida
em massa por simples manipulacdo ambiental. Assim, a maioria das células da
populacdo ira expressar fendtipo alternativo em determinada condicdo de
crescimento (MITCHELL, 1998; ERNST, 2000; NAVARRO-GARCIA et al., 2001). Ja
o switching € normalmente espontaneo, ndao ocorrendo em massa mesmo apos
estimulo ambiental. Neste caso, apenas uma pequena parcela da populagio ira
expressar o fendtipo diferencial (revisado por SOLL, 1992).

Em C. albicans, o sistema white-opaque de switching tem sido
extensivamente estudado (SRIKANTHA; SOLL, 1993; SONNEBORN et al., 1999;
ZORDAN et al., 2007; RAMIREZ-ZAVALA et al., 2008; HNISZ et al.,2009). Este
sistema ocorre em determinados isolados da espécie e é caracterizado por variagao
na coloracao das colénias entre branco ou cinza, envolvendo mudangas dramaticas
no fendtipo celular. Enquanto as células na fase white possuem formato
arredondado como a maioria dos outros isolados de C. albicans, as da fase opaque
sdo duas vezes mais largas e alongadas, exibem padrées de brotamento
particulares e apresentam pequenas elevagdes na parede celular (SLUTSKY et al.,
1987; ANDERSON; SOLL, 1987).

Segundo Lan e colaboradores (2002), no sistema white-opaque mais
de 370 genes séao diferencialmente expressos nos morfotipos. Estes genes séo
responsaveis por diversas funcdes, incluindo metabolismo, adesdo, composicao da
superficie celular, sinalizacao e viruléncia, podendo auxiliar C. albicans na evasao ao
sistema imune do hospedeiro.

Dentre estes genes estd o SAP1, o qual é especificamente expresso
na fase opaque (MORROW et al., 1992) e pode ser responsavel pela maior
viruléncia relatada para células nesta fase, em relagcdo as white, em modelos de
infeccdo cutanea (KVAAL et al., 1999). Em contraste, em modelos de infec¢ao
intravenosa foi demonstrado que células white sdo mais virulentas (KVAAL et al.,
1997).
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Mais recentemente foi relatado ainda que o switching fenotipico
entre as fases white e opaque é fundamental para o processo de mating em C.
albicans, ja que apenas células da fase opaque sao mating-competentes (MILLER;
JOHNSON, 2002; revisado por SOLL, 2009).

3.3.4 Biofilme

Infecgdes provocadas por Candida spp. sdo comumente associadas
a formacgao de biofilme, o qual pode ocorrer em superficies mucosas e na superficie
plastica de dispositivos médicos invasivos (CHANDRA et al.,, 2001; KUHN et al.,
2002).

Biofilme € uma comunidade microbiana séssil, composta por células
fortemente aderidas a um substrato ou umas as outras, e embebidas em uma matriz
polimérica extracelular, secretada por elas préprias (revisado por DOLAN;
COSTERTON, 2002). As células sésseis do biofilme exibem algumas caracteristicas
fenotipicas diferenciadas quando comparadas a células plancténicas, sendo a
principal, sua resisténcia aumentada a antimicrobianos. (RAMAGE et al., 2002;
BACHMANN et al., 2003; revisado por LOPEZ-RIBOT, 2005). Os mecanismos
responsaveis por esta resisténcia ainda ndo sao completamente entendidos, no
entanto, tem sido sugerido que a baixa taxa de crescimento, a penetragéo restrita
das drogas a matriz e padrées de expressdo associados a formagao de biofilmes
podem estar relacionados a esta caracteristica (revisado por MAH; O“TOOLE, 2001;
KUMAMOTO, 2002).

Varios estudos tém demonstrado a capacidade de espécies néao-
albicans de formar biofiimes (KUHN et al., 2002; SHIN et al., 2002; AL-FATTAN e
DOUGLAS, 2006; GOKCE et al., 2007). Shin e colaboradores (2002) relataram uma
porcentagem de isolados de C. albicans produtores de biofilme significativamente
inferior a de isolados ndo-albicans. Dentre estas espécies, a producéo de biofilme foi
mais frequentemente observada em isolados de C. tropicalis (80%). Entre os
isolados de C. tropicalis avaliados por Gokce e colaboradores (2007), 45% foram
produtores de biofilme, enquanto apenas 12% dos isolados de C. albicans

apresentaram esta caracteristica. Al-Fattani e Douglas (2006) encontraram
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diferengcas na composi¢cdo quimica da matriz do biofiime de C. tropicalis e C.
albicans sendo que hexosamina e glicose, respectivamente, foram os principais
componentes encontrados na matriz destas espécies. Em estudo recente, foi
constatado que a matriz do biofilme de isolados de C. parapsilosis é constituida de
grande proporc¢ao de carboidratos e pequena proporg¢ao de proteinas, enquanto para
isolados de C. tropicalis, foram verificadas pequenas propor¢cées tanto de
carboidratos quanto de proteinas (SILVA et al.,2009).

Também foi recentemente demonstrado o potencial diferenciado de
variantes fenotipicos de C. parapsilosis quanto a formacédo de biofiime (LAFFEY;
BUTLER, 2005).
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HEMOLYTIC AND PROTEINASE ACTIVITIES IN CLINICAL ISOLATES OF
CANDIDA PARAPSILOSIS AND CANDIDA TROPICALIS WITH REFERENCE TO
THE ISOLATION ANATOMIC SITE

Summary

The aim of the present study was to determine in vitro hemolytic and protease
activities of Candida parapsilosis and Candida tropicalis isolates, obtained from
anatomically distinct sites. Analysis of hemolytic activity of C. parapsilosis and C.
tropicalis isolates obtained from the same anatomic site revealed that C. tropicalis
isolates from blood had statistically higher activity (P<0.05) than C. parapsilosis.
When compared hemolytic activities of Candida isolates obtained from different
anatomic sites, C. parapsilosis isolates from tracheal secretion had higher activity
than blood isolates. Protease activity was detected in the majority of the isolates
analyzed. Analysis of proteinase activity of C. parapsilosis and C. tropicalis isolates
obtained from the same anatomic site revealed that C. parapsilosis isolates from
tracheal secretion had statistically higher activity than C. tropicalis isolates. When
compared proteinase activities of Candida isolates obtained from different anatomic
sites, C. parapsilosis isolates from tracheal secretion had higher activity than blood
and superficial lesions isolates. Furthermore, C. tropicalis isolates from superficial
lesions had higher activity than tracheal secretion isolates. Our results show the
potential of C. parapsilosis and C. tropicalis isolates, obtained from distinct anatomic
sites, to produce hemolytic factor and proteinases. Anatomic sites of isolation seem
to be correlated with these activities, particularly for C. parapsilosis isolates.

Keywords: Non-albicans Candida. Hemolytic factor. Proteinase. Anatomic sites

Introduction

The frequency of Candida infections has increased in recent years
and it has been accompanied by a significant rise in morbidity and mortality. Candida
albicans is classified as the major human pathogen in the genus Candida. However,
other species of this genus have been found to cause an increasing number of
candidiasis [1-4].

According to recent surveys, Candida parapsilosis and Candida
tropicalis are among the commonest species of Candida responsible for nosocomial
blood infection worldwide [2, 5-8]. C. parapsilosis is also associated with nail and skin
infections, such that C. parapsilosis is emerging as an important cause of
onychomycosis [9-11].

C. albicans expresses many virulence factors that are important in its

adaptation to specific anatomical sites (reviewed in [12]). Non-albicans species seem
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to share common virulence determinants with Candida albicans but also have a
distinct repertoire of specific virulence traits [13]. Hemolytic activity is known to be
putative virulence factor contributing to disseminated candidal pathogenesis,
particularly facilitating hyphal invasion [14]. Manns et al. [15] were the first to describe
that Candida exhibits a hemolytic activity when grown on glucose-enriched blood
agar. According to these authors, the hemolytic factor allows C. albicans to acquire
iron from host erythrocytes. The capability of non-albicans Candida species to
produce hemolytic factor has also been reported [16, 17].

In contrast to few reports available on the hemolytic activity of
Candida there have been a number of detailed studies on secreted aspartic
proteinases (Saps), the most discussed virulence determinant of C. albicans
(reviewed in [18]). Most of clinical isolates of C. parapsilosis and C. tropicalis are
proteinase producers [19-22]. As well as for C. albicans, the relationship between the
production of Saps and invasiveness has been established for C. tropicalis.
Proteinases were observed on the surface of fungal elements penetrating tissues
during disseminated infection and evading macrophages after phagocytosis of yeast
cells [23, 24].

The present study investigated in vitro hemolytic and proteinase
activities in clinical isolates of C. parapsilosis and C. tropicalis obtained from distinct
anatomic sites and a possible correlation between activities and site of fungal

isolation.

Materials and Methods

Candida isolates and identification

Thirty-four C. parapsilosis and fourteen C. tropicalis isolates
recovered from clinical specimens of different patients of the Hospital Universitario de
Londrina (HU) between 2005 and 2007 and maintained in our laboratory stock
collection were included in this study. Isolates were identified by PCR and carried out
using genomic DNA obtained as described by Furlaneto-Maia et al. [25] and species-
specific forward primers for C. tropicalis and C. parapsilosis designed from the
internal transcribed spacer regions (ITS2) as described by Li et al. [26]. Identity of C.

parapsilosis (formely C. parapsilosis group ) isolates was confirmed by the
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employment of primers for URA3 gene (orotidine-5"-phosphate decarboxylase) as
described by Tavanti et al. [27]. For the optimum PCR conditions, a reaction volume
of 20 pl contained 100 yM of each deoxynucleoside triphosphate, 1.5 mM
magnesium chloride, 10 pmol of each primer, 10% of the reaction volume of 10x Taq
buffer, 0.5 U of Taq polymerase (INVITROGEN) and 10 ng of DNA template.
Negative controls were performed with sterile deionised water in place of the
template DNA. Reaction mixtures were subjected to an initial denaturing cycle of 5
min at 94(1C, followed by 35 cycles of 94°C for 1 min (denaturation), 60°C for 1 min
(annealing) and 72°C for 1 min (elongation). For amplification of URA3 gene the PCR
conditions were the same as described above, except the annealing temperature
(51°C). The sizes of amplified DNA fragments were identified by comparison with
molecular size marker DNA (100 bp DNA ladder). The origin and distribution of these

isolates is shown in Table 1.

Table 1 — Distribution of Candida parapsilosis and Candida tropicalis isolates
according to their anatomic sites of isolation

Candida parapsilosis Candida tropicalis
n n
Clinical specimens
Blood 7 3
Tracheal secretion 20 6
MNail/Skin 5/2 5/0
Total 34 14

Hemolytic activity

Hemolytic activity was evaluated using a modification of the plate
assay described by Luo et al. [16]. Isolates were precultured in Sabouraud dextrose
agar and incubated at 37°C for 18 h. The resultant cultures were harvested and

washed with sterile water and a yeast suspension was prepared using
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haemocytometric counts. A 2 pl (2.0x10° cells) amount of this suspension was spot-
inoculated on differential medium that was prepared by adding either 7 ml of fresh
sheep blood or 3 ml sheep erythrocytes to 100 ml of Sabouraud dextrose agar. For
erythrocytes preparation a volume of 7 ml of fresh sheep blood cells were centrifuged
at 1080 x g for 7 min. The supernatant and buffy coat were removed, and the packed
erythrocytes were further suspended in 3 ml of sterile PBS (Ca®* and Mg®* free). The
plates were incubated at 37°C for 48 h. The presence of a translucent or a greenish
halo circumscribing the inoculum site, viewed with the aid of a white light
transluminator (UVP Bio Imaging Systems Dig Doc - It®; UPV, Inc, California, USA),
indicated a positive hemolytic activity. The millimetric halo measurements were
evaluated as (+) for weak activity (a halo zone of 1.5-2.7 mm around the colony), (++)
for mild activity (a halo zone of 2.8-5.3 mm around the colony), and (+++) for strong
activity (a halo zone > 5.3 mm around the colony). The experiment was repeated

three times, and the results represent mean values + SD.

Extracelular acid-proteinase production

Isolates were precultured in Candida- BSA broth medium (1% yeast
extract, 0.02% MgSOs4, 0.25% Ky;HPO4, 0.5% NaCl, 0.2% bovine serum albumin), pH
5.0 for 18 h at 37°C. From this culture, a 2 ul sample (2.0 x 10° cells) was put on a
sterile paper disk (6 mm diameter) placed on the surface of Candida- BSA agar
medium, pH 4.5. The inoculated plates were incubated at 37°C for 6 days. The plates
were observed for an increasing opacity around the disks caused by the growing
fungi. Clearing of the opacity by hydrolysis of precipitated albumin was affected by
acid proteinase of the fungi. Proteinase activity was determined as described by
Dagdeviren et al. [21], with modifications. The millimetric zone measurements were
evaluated as (+) for weak activity (a lysis zone of 1.1 mm around the disk), (++) for
mild activity (a lysis zone 1.2-3.3 mm around the disk), and (+++) for strong activity (a

lysis zone > 3.3 mm around the disk).

Statistical analysis

Hemolytic activities in different culture conditions were compared by

the Tukey test using the statistical program Sisvar. Student’s t-test was used to
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calculate the difference between either hemolytic and proteinase activitities of C.
parapsilosis and C. tropicalis isolates using the statistical program BioStat version
5.0. Student"”s t-test was also used to calculate the difference between the hemolytic
and proteinase activitities of C. parapsilosis and C. tropicalis isolates obtained from
the same anatomic site. The same statistical test was used to calculate the difference
between the hemolytic and proteinase activities of C. parapsilosis isolates obtained
from the different anatomic sites, and the difference between the hemolytic and
proteinase activities of C. tropicalis isolates. In all tests P<0.05 was considered as

statistically significant.

Results
Hemolytic activity

In order to analyse the production of hemolytic factor by Candida
isolates, we firstly evaluate the hemolysis profile using a conventional sheep blood
enriched medium with comparison to a sheep erythrocytes enriched medium. This
previous analysis was carried out with 18 randomly chosen Candida isolates in order
to define the culture conditions to be used in further experiments. At 48 h post
inoculation on blood medium, all Candida isolates tested showed a partially diffuse
greenish halo, surrounding the inoculum site, while on erythrocytes medium yellowish
halo with more perceptible clear-cut zones was observed (Figure 1).Moreover, on
blood enriched medium there were no significant differences (P>0.05) in the
hemolytic activity among isolates. The employment of erythrocytes instead of blood
medium reveals differences in hemolytic activity among isolates (P<0.05). Under this
culture condition, four isolates (22.5%) showed strong hemolytic activity, whereas the
remaining produced either mild or weak activities (data not shown). Thus,
erythrocytes enriched Sabouraud-dextrose agar medium was employed in

determining the hemolytic activity of Candida isolates.
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Figure 1 — Photograph showing the hemolysis on erythrocytes enriched medium (A) and on
blood enriched medium (B) induced by Candida parapsilosis.

Under this culture conditions, hemolytic activity was observed for all
48 Candida isolates tested (Table 2). Overall, the majority of C. parapsilosis isolates
produced weak activity (+), whereas the majority of C. tropicalis produced mild
activity (++) (Table 2).

Table 2 — Comparison of hemolytic and proteinase production of the Candida

isolates
Candida species (n) No. of strains (%)
Scoring of hemolytic Scoring of proteinase
activity activity
(+)  (+4) (+++) (5)  (+) (#4) (+44)
Candida parapsilosis (34) 442 323 23.5 88 3.0 50 38.2
Candida tropicalis (14) 7.1 64.3 28.6 14.3 286 57.1 0

(-) none activity; (+) weak activity; (++) mild activity; (+++) strong activity.

Analysis of hemolytic activity of C. parapsilosis and C. tropicalis
isolates obtained from the same anatomic site revealed that C. tropicalis isolates
from blood had statistically higher activity (P<0.05) than that C. parapsilosis (Figure
2). No differences were observed between isolates of these species obtained from

tracheal secretion and nail/skin (superficial lesions).
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Figure 2 — Hemolytic activity of Candida parapsilosis (Cp) and Candida tropicalis (Ct)
isolates obtained from blood, tracheal secretion and superficial lesions (nail and
skin). The results are means of three independent experiments. * represent a
significant difference (P<0.05) according to Student t test.

When compared hemolytic activities of Candida isolates obtained
from different anatomic sites, C. parapsilosis isolates from tracheal secretion had
higher activity (P<0.05) than blood isolates. Furthermore, blood isolates did not differ,
as a whole, from nail/skin isolates neither isolates from tracheal secretion and
nail/skin (Figure 3). Similarly, no differences were observed on hemolytic activities

between C. tropicalis isolates from different anatomic sites (Figure 3).
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Figure 3 — Hemolytic activity of Candida parapsilosis and Candida tropicalis isolates
obtained from blood, tracheal secretion and superficial lesions (nail and skin).
The results are means of three independent experiments. * represent a
significant difference (P<0.05) according to Student t test.
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Secreted acid proteinase activity

Protease activity was revealed as a clearance zone around the
colonies on Candida-BSA agar medium (Figure 4). Of the 34 isolates of C.
parapsilosis tested, 31 (91.2%) were protease positive. Among the 14 isolates of C.
tropicalis tested, 12 isolates (85.7%) produced protease (Table 2). Some 38.2% C.
parapsilosis isolates produced strong proteinase activity (+++), whereas none C.

tropicalis isolates showed such high activity.

Figure 4 — Secreted acid proteinase activity of Candida parapsilosis showing a clearance
zone around the colony on Candida-BSA agar medium.

Analysis of proteinase activity of C. parapsilosis and C. tropicalis
isolates obtained from the same anatomic site revealed that C. parapsilosis isolates
from tracheal secretion had statistically higher activity (P<0.05) than C. tropicalis
isolates (Figure 5). No differences were observed between isolates of these species

obtained from superficial lesions (nail/skin).
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Figure 5 — Proteinase activity of Candida parapsilosis (Cp) and Candida tropicalis (Ct)
isolates obtained from blood, tracheal secretion and superficial lesions (nail and
skin). The results are means of three independent experiments. * represent a
significant difference (P<0.05) according to Student t test.
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When compared proteinase activities of Candida isolates obtained
from different anatomic sites, C. parapsilosis isolates from tracheal secretion had
higher activity (P<0.05) than blood and superficial lesions isolates. In contrast, blood
isolates did not differ, as a whole, from superficial lesions isolates (Figure 6).
Furthermore, C. tropicalis isolates from superficial lesions had higher activity

(P<0.05) than tracheal secretion isolates.
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Figure 6 — Proteinase activity of Candida parapsilosis and Candida tropicalis isolates
obtained from blood, tracheal secretion lesions and superficial lesions (nail and
skin). The results are means of three independent experiments. * represent a
significant difference (P<0.05) according to Student t test.

Discussion

The ability of pathogenic organisms to acquire elemental iron has
been shown to be of pivotal importance in their survival and ability to establish
infection within the mammalian host [28, 29]. It has been demonstrated that the
hemolytic factor secreted by C. albicans causes the release of hemoglobin [30] which
was further characterized as a mannoprotein that promotes the disruption of human
erythrocytes by binding to their band 3 protein [31]. According to these authors,
although systemic hemolysis may not be caused by the mannoprotein, hemolysis
around infected sites may enhance the fungal growth.
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In this study, the employment of erythrocytes instead of blood-
enriched medium resulted in a more reliable measurement of the halo around the
inoculum site. Under this culture conditions, all Candida isolates tested showed
hemolytic activity. Luo et al. [16] found that 100% of C. tropicalis isolates produced
hemolytic factor, while C. parapsilosis failed to demonstrate any hemolytic activity.

In the present study we describe for the first time a correlation
between hemolytic activity and source of Candida isolates. For C. parapsilosis the
source of isolates seems to be correlated with the ability to produce hemolytic activity
since isolates recovered from tracheal secretion had higher activity than blood
isolates, but did not differ of nail/skin isolates. This feature was not observed for C.
tropicalis isolates.

The occurrence of Saps has been previously demonstrated in C.
parapsilosis and C. tropicalis isolates obtained from distinct clinical samples [19-22].
However, this is the first report that correlates protease production by isolates of
different species obtained from the same anatomic site. Considering isolates
recovered from tracheal secretion the C. parapsilosis isolates had higher activity than
C. tropicalis isolates.

Our data also revealed that C. parapsilosis isolates obtained from
tracheal secretion had higher activity than blood and superficial lesions isolates
(Figure 6). According to De Bernardis et al. [19] the potential of C. parapsilosis to
cause mucosal disease is associated with secreted aspartic proteinase production
and is substantially distinct from that of systemic invasion. These hyphotesis is re-
inforced by the fact that the ability of C. albicans to adhere to mucosae and to evade
tissues apparently requires the use of several distinct proteinases suitable to each
particular condition during the infection [32, 33].

Although C. parapsilosis is an important cause of nail infections, in
this study the production of Saps by isolates obtained from nail and skin was less
expressive compared to isolates obtained from the others anatomic sites. This data
may suggest that acid proteinases may not have a major role in the development of
nail infections.

Our results show the potential of C. parapsilosis and C. tropicalis
isolates, obtained from distinct anatomic sites, to produce hemolytic factor and

proteinases, in a distinct manner. Further studies should be undertaken in order to
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answer whether these traits contribute to the fungal pathogenesis at different

anatomic sites.
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SWITCHING FENOTIPICO EM CANDIDA TROPICALIS

Resumo

Switching fenotipico € um mecanismo reversivel capaz de originar variantes em uma
populagao clonal, os quais podem diferir quanto a expressao de diversos genes.
Neste estudo, foi descrito um novo sistema de switching em C. tropicalis e os
morfotipos obtidos foram avaliados quanto a organizagdo microestrutural das
colénias e quanto ao potencial de producédo de biofilme. Foram identificados quatro
morfotipos, denominados “liso”, “cdncavo”, “anel” e “rugoso”, em frequéncias de
switching variando de 10 a 10™. Foi verificado que coldnias dos variantes “anel” e
‘rugoso” sao estruturalmente mais complexas que as dos demais morfotipos e
apresentam cavidades nas quais € verificada presenca de matriz. No variante “anel”
foi observado aumento na quantidade de matriz em funcdo do tempo de formacgao
da colénia. A producdo de biofilme pelo fendtipo parental foi menor que a dos
variantes. Foi constatado ainda que o biofiime formado pelo fendtipo parental é
composto predominantemente por células blastoconidiais, enquanto o produzido
pelos variantes possui ampla proporg¢ao de hifas e pseudo-hifas.

Palavras-chave: Switching fenotipico. Candida tropicalis. Morfotipos. Biofilme.



61

1 INTRODUCAO

Candida tropicalis esta entre espécies mais frequentemente isoladas
do género Candida (MAROL; YUCESOQY, 2008; LEROQY et al., 2009). A colonizacgéo
por esta espécie € amplamente associada ao desenvolvimento de infeccdes
invasivas, principalmente em pacientes portadores de doengas hematoldgicas e
cancer (KONTOYIANNIS et al.,, 2001). A maioria destas infecgdes € originada
endogenamente, a partir da microbiota do paciente, provocando altos indices de
mortalidade (WALSH et al., 1986; VISCOLI et al., 1999; MARR et al., 1999; LEUNG
et al., 2002).

Switching fenotipico tem sido observado em microrganismos
eucariotos e procariotos, permitindo a realizagdo de uma rapida microevolucao, a
qual pode proporcionar melhor adaptagcdo do microrganismo ao ambiente (revisado
por JAIN et al., 2008). Este mecanismo gera variantes em uma populagao clonal, os
quais podem diferir quanto a expressao de determinantes de viruléncia e, portanto,
quanto a patogenicidade, proporcionando assim maior flexibilidade e melhor
adaptagcao do organismo as condigdes hostis do hospedeiro (MORROW et al., 1992;
VARGAS et al., 2000; ANTONY et al., 2007).

Em Candida albicans, o switching fenotipico foi descrito pela
primeira vez ha mais de 20 anos (SLUTSKY et al., 1987), e atualmente a maioria dos
estudos concentra-se no sistema white-opaque desta espécie. A despeito da
importancia clinica e viruléncia de C. tropicalis, até o momento apenas um estudo
abordou a ocorréncia de switching fenotipico nesta espécie (SOLL et al., 1988). No
referido estudo foi relatado mais de um repertério de switching, os quais ocorreram
em alta frequéncia, no entanto, ndo foram relatados demais aspectos fisiolégicos
acerca deste fendbmeno.

No presente trabalho foi descrito um novo sistema de switching em
C. tropicalis, sendo analisada a organizagdo microestrutural das col6nias
morfologicamente distintas. Também foi avaliado o potencial dos diferentes

morfotipos do isolado quanto a producgao de biofilme.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAL BioLOGICO

Neste estudo foi utilizado o isolado clinico 49.07 de Candida
tropicalis, o qual foi obtido de secregao traqueal de paciente internado no Hospital
Universitario da Universidade Estadual de Londrina. Este isolado faz parte da
colecao de leveduras do Laboratério de Genética e Biologia Molecular de Fungos da
Universidade Estadual de Londrina e sua identificagao foi realizada utilizando o meio
cromogénico CHROMagar® Candida e confirmada por PCR, conforme Furlaneto-

Maia e colaboradores (2008).

2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Analise da Ocorréncia de Switching Fenotipico

A verificagdo da frequéncia de switching fenotipico no isolado de C.
tropicalis foi realizada conforme Brockert e colaboradores (2003), com modificagdes.
Células de colonia cultivada por 96 h, exibindo fenotipo parental “liso”, foram
inoculadas em 3 mL de meio YPD (1% extrato de levedura; 2% peptona; 2% glicose)
e cultivadas a 28°C, por 15 h, sob agitagédo. Partindo desta cultura, foram realizados
mais dois cultivos consecutivos nas mesmas condigdes, para a sincronizagao do
crescimento celular. A cultura resultante foi diluida e homogeneamente distribuida
em meio YPD agar a uma densidade de aproximadamente, 300 colénias por placa
de petri de 90mm de didmetro. As placas foram incubadas a 28°C por 96 h e a
proporcao de coldnias exibindo fenétipos diferentes foi computada.

Para determinar as taxas de reversao (conversao parcial das UFCs
para o fendtipo parental) e interconversibilidade (conversdo parcial para outros
fendtipos, que ndo o parental) dos morfotipos obtidos, células de coldnias de quatro
dias, visualmente homogéneas foram inoculadas separadamente em 3 mL de meio
YPD e incubadas a 28°C, por 8 h, sob agitacdo. As culturas resultantes foram
diluidas, homogeneamente distribuidas em meio YPD agar, e o procedimento

anterior foi repetido.
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2.2.2 Analise da Morfologia Celular

Para verificagdo da morfologia celular dos morfotipos, colbnias de
cada fendtipo, de quatro dias de cultivo, foram suspensas em tampao PBS, coradas
com solugao de cristal violeta 2% (2g de cristal violeta; 20 mL de etanol absoluto; 1g
de oxalato de aménio; 80mL de agua destilada) e as células foram observadas em

microscoépio de luz comum (BIOVAL).

2.2.3 Determinacao da Cinética de Crescimento

Para determinagcdo da cinética de crescimento dos morfotipos,
colénias de quatro dias representativas de cada fendtipo foram inoculadas
separadamente em 100mL de meio YPD e cultivadas a 28°C, sob agitacéo
(180rpm). Foram retiradas aliquotas das culturas a cada duas horas durante as
primeiras 16 horas e em 24, 48 e 60 horas de incubacgado. Estas aliquotas foram
diluidas conforme o tempo de cultivo e 100uL da diluigdo foram homogeneamente
distribuidos em meio YPD solidificado. Apds 48 horas de incubagdo a 28°C foi

realizada contagem das unidades formadoras de colénia (UFCs).

2.2.4 Microestrutura e Organizagcao Celular das Colbnias

Colbnias de cada fendétipo, de quatro dias de cultivo em YPD &agar a
28°C, foram retiradas do meio de cultivo com auxilio de uma lamina cortante e
fixadas com solucdo de gluteraldeido 3% em tampé&o fosfato de sodio 0,1M, pH 7,2 a
4°C, por 18 horas. As colbnias fixadas foram imersas em nitrogénio liquido por cerca
de 30 segundos e desidratadas por liofilizagdo na poténcia 2x10° MPa (Jouan LP3),
por 1:30h. Posteriormente, as colénias foram recobertas com uma camada de ouro e
observadas em microscopio eletrénico de varredura (FEI Quanta 200).

Colbnias exibindo o fendtipo “anel” também foram analisadas quanto
a formacao da microestrutura em fungao do tempo. Para isso, colénias de 40, 48, 55
e 64 horas de cultivo a 28°C, foram retiradas do meio com auxilio de uma lamina

cortante e o procedimento anterior foi repetido.
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2.2.5 Producgao de Biofilme

A producéo de biofilme in vitro dos morfotipos foi determinada pelo
método espectofotométrico descrito por Shin e colaboradores (2002), com
modificagdes. Para cada morfotipo, células de colénias de quatro dias foram
cultivadas em 5mL de YPD a 28°C, por 8 h, sob agitagdo (180rpm). Partindo destas
culturas, foram preparadas suspensdes de aproximadamente 3x10° células/mL em
meio YPD e 200uL (6x10° células) desta suspensdo foram inoculados em 32 pocos
de microplacas de poliestireno. O meio de cultivo foi utilizado como branco. As
microplacas foram incubadas estaticamente a 28°C por 30 min, 6, 12 e 24 horas e
apos este periodo, o sobrenadante foi gentiimente aspirado e as placas lavadas uma
vez por imersao em tampao PBS. Foram adicionados 200uL de tampao PBS a cada
poco da microplaca e posteriormente foram realizadas leituras espectrofotométricas
a 490 nm (Asys HiTech UVM 340) da massa celular aderida. Os valores de
absorbancia obtidos foram convertidos em transmiténcia (%T) com auxilio de uma
tabela de conversao (DEAN, 1999) e a seguir subtraidos de 100 (%T-100). Para
cada tempo foi considerado o valor médio de %T-100 obtido para cada morfotipo, o
qual foi subtraido da %T-100 do branco. A producao de biofilme dos morfotipos foi
ranqueada em 1+ (%T de 5-20), 2+ (%T de 20-35), 3+ (%T de 35-50) e 4+ (% T

>50). Foram realizadas trés repeticdes deste experimento.

2.2.6 Verificagdo da Estrutura do Biofilme

Cada morfotipo foi cultivado por 15 horas a 28°C, sob agitagao. A
partir das culturas resultantes foi preparada uma suspensao de 3x10° células/mL em
meio YPD e 1 mL foi inoculado em pocos de microplacas de poliestireno contendo
fragmentos de cateter urinario de PCV (policloreto de vinila) de 0,5 cm. As
microplacas foram incubadas estaticamente por 30 min, 6, 12 e 24 horas. As células
nao aderentes foram removidas por duas lavagens consecutivas com tampao PBS.
O biofilme formado nos cateteres foi fixado com solugéo de glutaraldeido 2,5% em
tampao fosfato de sddio 0,1M, pH 7,2 por 15 horas a 4°C. Posteriormente, foi
realizada uma lavagem com tampéo fosfato de sédio 0,1M, pH 7,2 e as amostras
foram pos-fixadas por 1 hora em tetroxido de 6smio a 1% em tampéo fosfato. O

material foi novamente lavado em tampao fosfato, desidratado por série alcodlica de
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concentracao crescente (etanol 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e absoluto), seco ao
ponto critico (Critical Point Dryer SDC 030 - BALTEC), recoberto com uma camada
de ouro (Sputter Coater SDC 050 - BALTEC) e observado em microscoépio eletrénico
de varredura (FEI Quanta 200).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 IDENTIFICACAO DOS FENOTIPOS DAS COLONIAS E ANALISE DAS FREQUENCIAS DE
SWITCHING

Neste estudo, o isolado clinico de C. tropicalis (49.07) foi avaliado
quanto a ocorréncia de switching fenotipico. Foram avaliadas cerca de 2100
colénias, sendo identificados quatro morfotipos (Figura 1), os quais diferiram dos
descritos por Soll e colaboradores (1988). As frequéncias de switching entre os
fenotipos variaram de 10* a 107", sendo superiores as observadas por outros
autores para C. tropicalis, Candida glabrata e Candida lusitaniae as quais variaram
de 10 a 10-2 (SOLL et al., 1988; LACHKE et al., 2002; MILLER et al., 2006) e
inferiores as relatadas para C. parapsilosis as quais variaram de 10° a 10
(LAFFEY; BUTLER, 2005).

O morfotipo parental “liso” apresentou variagdo para um novo
fenétipo, denominado “anel”, na freqiiéncia 5,2x10™. A partir deste variante, coldnias
de outras duas morfologias, denominadas “rugoso” e “cdncavo”, foram encontradas
em maiores freqiiéncias (2,48x10™" e 1,48x107, respectivamente).

Todos os variantes foram reversiveis e interconversiveis,
concordando com o observado para outras espécies do género (LACHKE et al.,
2002; BROCKERT et al., 2003; LAFFEY; BUTLER, 2005).

Entre os morfotipos obtidos, o variante “anel” foi o mais estavel
(71%), enquanto os variantes “rugoso” e “céncavo” apresentaram estabilidades
menores (44% e 40%, respectivamente), nas condi¢cdes testadas. No entanto, o
morfotipo parental foi altamente estavel (99,95%) e as taxas de reversao de todos os

variantes para o parental foram baixas (0,12-3,9%) (Figura 1).
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Figura 1 — Switching fenotipico em Candida tropicalis. Coldnias representativas dos quatro
fendtipos observados no isolado 49.07. A freqiéncia de variacdo entre cada
fendtipo esta indicada.

As taxas de estabilidade verificadas neste estudo foram menores
que as relatadas para outros variantes fenotipicos, de C. glabrata e C. parapsilosis,
as quais foram proximas a 90% (LACHKE et al., 2002; BROCKERT et al., 2003;
LAFFEY; BUTLER, 2005).

3.2 Analise da Morfologia Celular dos Variantes

Como ja mencionado, no sistema de switching white-opaque de C.
albicans, os morfotipos apresentam diferengas acentuadas na morfologia celular.
Células de coldnias white possuem formato arredondado enquanto as de colbnias
opaque sao alongadas, cerca de duas vezes maiores, exibem padrdes de
brotamento particulares, além de apresentarem elevagbes na parede celular
(SLUTSKY et al., 1987; ANDERSON; SOLL, 1987).
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No presente estudo também foram observadas variagdes na
morfologia celular dos diferentes morfotipos obtidos. Colonias dos morfotipos “liso” e
“‘cObncavo” possuem predominantemente células blastoconidiais, enquanto os
variantes “anel” e “rugoso” apresentam grande proporg¢ao de pseudo-hifas.

Resultados semelhantes foram relatados no sistema de switching
3153A de C. albicans, para o qual foram verificadas que colénias do fendtipo
parental sdo compostas por células blastoconidiais, enquanto nas colénias dos
variantes sdo encontradas hifas e pseudo-hifas (VARGAS et al., 1994). Diferencas
na composic¢ao celular também foram relatadas para morfotipos de C. parapsilosis,
nos quais ainda foram verificadas variacbes na disposigcdo de quitina das células
(LAFFEY; BUTLER, 2005). Ja em C. glabrata, o sistema core de switching parece
nao estar correlacionado a alteragdées no fendtipo das células, ja que os morfotipos
apresentam a mesma proporcdo de blastoconideos, pseudo-hifas e tubos
germinativos (LACKHE et al., 2002).

3.3 DETERMINACAO DA CINETICA DE CRESCIMENTO

A comparagdo da cinética de crescimento dos morfotipos revelou
tempos de geracdo semelhantes para todos os fendtipos, sendo o menor tempo
verificado para o tipo parental “liso” (cerca de 2 horas), seguido dos variantes
“concavo” (2:20 horas), “anel” (2:35 horas) e “rugoso” (3 horas) (Figura 2).

Laffey e Butler (2005) também relataram menor tempo de geragéo
para o fendtipo “liso” dentre os morfotipos de C. parapsilosis. Além disso, foi
demonstrado que o fenodtipo parental white de C. albicans apresenta tempo de

geracao menor quando comparado ao do variante opaque (HUANG et al., 2009).
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Figura 2 — Curva de crescimento dos morfotipos de Candida tropicalis. (A) “liso”, (B)
“cobncavo”, (C) “anel”, (D) “rugoso”.

3.4 MICROESTRUTURA E ORGANIZAGAO CELULAR DOS VARIANTES

Para analisar a composi¢cdo estrutural das colonias dos quatro
morfotipos apresentados pelo isolado 49.07, foi realizada microscopia eletrénica de
varredura.

Colbnias do fenoétipo parental possuem superficie lisa, semelhante a
da maioria dos isolados do género Candida. O variante “céncavo” parece apresentar
uma morfologia intermediaria entre os morfotipos “liso e “anel”’, j& que possui
pequenas concavidades acima da colénia sem, no entanto, apresentar a arquitetura
tridimensional complexa, como a observada no variante “anel”. Colénias do fendétipo
“anel” possuem uma cavidade central arredondada e elevada, ao redor da qual sao
observadas demais cavidades de menor dimensdo e profundidade. Em colénias
rugosas sao observadas quatro cavidades centrais circundadas por orificios (Figura
3).
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Figura 3 — Eletromicrografia de varredura de morfotipos de C. tropicalis. (A) “liso”; (B)
“cdbncavo”; (C) “anel” e (D) “rugoso”. Aumento 100x.

Nas colénias dos variantes “anel’” e “rugoso” foi observada a
presenca de matriz, principalmente no interior das cavidades. Ja nas colénias de
fendtipo “liso” e “cbncavo” nao foi verificada matriz entre as células (Figura 4). Até o
momento ndo havia sido relatada presenca de matriz em colbnias de variantes

fenotipicos no género Candida.



71

Figura 4 — Eletromicrografia de varredura de morfotipos de Candida tropicalis. (A) e (B)
superficie de “liso” e “cbncavo”, respectivamente; (C) e (D) presenga de matriz
na cavidade de “anel” e “rugoso”, respectivamente. Aumento 2000x.

O variante “anel”’, o qual apresentou maior estabilidade fenotipica, foi
também analisado quanto a formacao da colénia em fungdo do tempo. Em colbnias
de 40 horas foi possivel verificar inicio de formag¢ao da cavidade central, porém nao
foi constatada presenca de matriz. Colénias de 48 horas apresentaram matriz
apenas nas margens da cavidade central, na qual foi verificado maior
aprofundamento comparativamente as colénias de 40 horas. Ja em col6nias de 55 e
64 horas foi constatado que a cavidade é mais estruturada, com maior dimensao e
profundidade, além de presenga de matriz por toda regido. Em colénias de 64 horas,
a cavidade central ja esta totalmente formada, com grande quantidade de material
nao celular em seu interior, porém as cavidades periféricas ainda nao se formaram
(Figura 5).
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Figura 5 — Eletromicrografia de varredura de colénia do variante “anel” em diferentes etapas
de formacéo. (A) 40 horas; (B) 48 horas; (C) 55 horas e (D) 64 horas de cultivo.

A acentuada presenca de matriz em colénias dos fenétipos “anel”’ e
‘rugoso” e seu aumento durante as etapas de formagao da colbénia do variante “anel”
parecem indicar que a matriz tenha fungéo estrutural, participando da sustentagao

do formato tridimensional da colonia.

3.5 ANALISE DA PRODUCAO DE BIOFILME PELOS MORFOTIPOS

A formacdo de biofilme é relacionada a aderéncia das células a
superficies. Alguns estudos tém relatado diferengas na capacidade de adeséo de
variantes fenotipicos de C. albicans (KENNEDY et al., 1988; VARGAS et al., 1994;
ANTONY et al., 2007). No presente estudo, os morfotipos foram avaliados quanto a

producao de biofilme nos tempos 30 min, 6, 12 e 24 horas de cultivo e classificados
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em (+), (2+), (3+) e (4+), de acordo com a intensidade desta produgcdo em fungao do

tempo (Tabela 1).

Tabela 1 — Intensidade de formacéo de biofilme por morfotipos de Candida tropicalis
em diferentes tempos de incubagao

Tempo de Intensidade de formacao de biofilme
Morfotipo  incubagao (horas) (+)  (++) (+++) (++++)
0,5 x
6 x
Liso
12 x
24 X
0,5 x
Cdncavo 6 )
12 x
24 x
0,5 x
Anel 6 )
12 X
24 X
0,5 x
Rugoso 6 g
12 X
24 X

No tempo inicial de incubagao (30 min), os valores de transmitancia
obtidos para todos os morfotipos foram agrupados na classe 1+, sugerindo
semelhangas na capacidade de adesé&o, etapa inicial da formagao de biofilme. A
partir de 6 horas foram verificadas diferengas na geragcdo de biofilme entre os
morfotipos, sendo que, no geral, a producéo de biofilme do fendétipo “liso” foi 20-50%

inferior a dos variantes (Figura 6).
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Figura 6 — Formacao de biofilme por morfotipos de C. tropicalis. (A) “liso”, (B) “cdncavo”, (C)
“anel”, (D) “rugoso”. A producgao de biofilme do fendtipo “liso” foi inferior a dos
variantes.

Em 12 horas de incubacdo, a producdo de biofiime de todos os
variantes foi classificada em 4+, enquanto a do parental qualificada em 3+. As
maiores taxas de producgéo de biofilme foram verificadas para os variantes “rugoso”
e “anel”’, enquanto o variante “céncavo” apresentou valores intermediarios entre “liso”
e “anel”’. As maiores diferencas entre os morfotipos foram verificadas em tempos
iniciais, de 6 e 12 horas de incubagao, sendo que em 24 horas a geragao de biofilme
de todos os morfotipos foi classificada como (4+) (Tabela 1). Para isolados distintos
de C. tropicalis, apds 24 horas de incubacdo também foram relatados valores
médios de produgao de biofilme qualificados na classe 4+ (TAMURA et al., 2007).

Nossos dados sugerem que as diferencas observadas na
capacidade de producao de biofilme pelos diferentes morfotipos ndo sao decorrentes
de variagdes nos tempos de geragéo, ja que o fendtipo “liso”, o qual tem crescimento
mais rapido, produziu as menores quantidades de biofilme, enquanto os variantes
‘rugoso” e “anel”’, que foram os maiores produtores de biofilme, apresentaram os

maiores tempos de geragao.
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Resultados semelhantes foram encontrados em morfotipos de C.
albicans e C. parapsilosis, para os quais foi relatada menor produgao de biofilme
pelo fendtipo “liso” (JIN et al., 2005; LAFFEY; BUTLER, 2005). Para Cryptococcus
neoformans, também foi demonstrado que o switching fenotipico interfere na
capacidade de produgéo de biofilme do isolado, no entanto, neste fungo o fendétipo
“liso” apresentou maior potencial de formagao de biofilme que os demais morfotipos
(MARTINEZ et al., 2008).

Vargas e colaboradores (1994) e Antony e colaboradores (2007)
relataram maior capacidade de adesdo para o fendtipo parental que para os
variantes em isolados de C. albicans.

Negri e colaboradores (2009) relataram diferengas na capacidade de
adesao de isolados clinicos distintos de C. tropicalis, no entanto ndo observaram

diferencas no potencial de formacgao de biofilme dos isolados.

3.6 VERIFICACAO DA ESTRUTURA DO BIOFILME

Em vista das diferengcas observadas na intensidade de biofilme
formado pelos morfotipos, a estrutura do biofilme formado em cateter urinario foi
examinada por microscopia eletrénica de varredura.

Nos primeiros 30 minutos de incubacao foi observada adesao das
células dos variantes ao cateter, sendo a menor quantidade de células aderentes
verificada para o morfotipo “liso”. Nos tempos de incubagdo subsequentes, a
microscopia permitiu a confirmagdo da menor producao de biofilme pelo fendétipo
parental, porém nao possibilitou visualizar diferencas na intensidade de producao

entre os demais fendétipos (Figura 7).
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Figura 7 — Eletromicrografia de varredura do biofilme de morfotipos de C. tropicalis formado
em fragmentos de cateter urinario em diferentes tempos de incubagéo. (1) 30
min; (2) 6 horas; (3) 12 horas e (4) 24 horas. (A) “liso”; (B) “céncavo”; (C) “anel” e
(D) “rugoso”. Aumento 900x.

A caracteristica mais evidenciada pela microscopia foi a diferenca na
morfologia das células formadoras de biofiime. Para o fendtipo “liso”, houve
predominio de células blastoconidiais, sendo que apenas apdés 24 horas de
incubacao foi observada presenca de hifas no biofilme formado por este morfotipo.
Para os variantes, o inicio de formagao de hifas foi evidenciado nos primeiros 30
minutos e nos demais tempos de incubagdo foi verificada grande quantidade de

hifas e pseudo-hifas (Figura 8).
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Figura 8 — Eletromicrografia de varredura do biofilme de morfotipos de C. tropicalis formado
em fragmentos de cateter urinario, em diferentes tempos de incubagédo. (1) 30
min; (2) 6 horas; (3) 12 horas e (4) 24 horas. (A) “liso”; (B) “cdncavo”; (C) “anel’ e
(D) “rugoso”. Aumento 4000x.

Para morfotipos de C. albicans e C. parapsilosis foi previamente
demonstrado que a capacidade de formagao de biofilme é fortemente correlacionada
ao potencial de filamentagdo, sendo os fendtipos mais produtores de biofilme
aqueles que apresentaram maior proporgao de células hifais e pseudo-hifais (JIN et
al., 2005; LAFFEY; BUTLER, 2005).

Em C. albicans também foi relatado que mutantes defectivos para a
formagdo de hifas produzem menor quantidade de biofilme comparativamente a
mutantes deficientes para a formacdo de células blastoconidiais (BAILLIE;
DOUGLAS, 1999). Sendo assim, neste estudo, a menor produgdo de biofiime
verificada para o morfotipo “liso” pode ser decorrente de seu menor potencial de

filamentagdo comparativamente aos variantes.
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A presencga de matriz foi verificada apenas no biofilme formado pelos

variantes “anel”’ e “rugoso”, apos 24 horas de incubagao (Figura 9).

Figura 9 — Eletromicrografia de varredura do biofilme formado pelos variantes (1) “anel” e
(2) “rugoso”, apdés 24 horas de incubagdo. As setas destacam presenga de
matriz. Aumento 10000x.

Segundo Chandra e colaboradores (2001), a formagao de biofilme
por C. albicans em laminas de polimetiimetacrilato ocorre em trés fases de
desenvolvimento distintas, sendo elas, inicial (0 a 11horas), intermediaria (12 a
30horas) e de maturagdo (38 a 72 horas). A fase intermediaria € marcada pela
emergéncia de material ndo celular, no entanto, a producdo desse material € mais
evidenciada na fase de maturagdo. Assim, no presente estudo a observacao de
matriz ndo era esperada nos biofimes formados até 12 horas. No entanto, a
auséncia de matriz apoés 24 horas nos biofiimes dos morfotipos “liso” e “cédncavo”
sugere diferencas no tempo de maturacdo do biofilme comparativamente ao do
variante “anel” e “rugoso”, ou mesmo deficiéncia na produgdo do material acelular
por estes fenotipos.

Nossos resultados mostraram que as diferengas fenotipicas dos
morfotipos do isolado 49.07 sdo decorrentes de alteragdes na morfologia celular,
bem como da produgdo de uma matriz que parece auxiliar na manutengdo do

formato da colonia.
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CONCLUSOES

- Considerando-se os isolados provenientes de sangue, os de C.
tropicalis foram mais hemoliticos que os de C. parapislosis.

- Houve correlacdo entre sitio de isolamento dos isolados de C.
parapsilosis e expressédo de fator hemolitico, 0 mesmo ndo sendo observado para
isolados de C. tropicalis;

- Considerando-se os isolados provenientes de secrecao traqueal,
os de C. parapsilosis foram mais proteoliticos que os de C. tropicalis.

- Houve correlacdo entre sitio de isolamento dos isolados de C.
parapsilosis e C. tropicalis e atividade proteolitica;

- O switching fenotipico no isolado 49.07 de C. tropicalis esta
relacionado a alteragdes na morfologia celular;

- A matriz parece ter fungdo estrutural nas col6nias dos variantes
“anel” e “rugoso”.

- A variacao fenotipica em C. tropicalis interfere na capacidade de
producao de biofilme do isolado;

- A formacéao de biofilme parece estar correlacionada a filamentagao

nos morfotipos de C. tropicalis.



